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“Eu recomendo... pão, carne, vegetais e cerveja.” 
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No presente trabalho foram adaptados e aplicados métodos para a determinação do teor 
de folatos, avaliação de capacidade antioxidante e quantificação do composto trans-2-
nonenal em cervejas brasileiras. Foram avaliadas 5 marcas de cervejas tipo Pilsen, sem 
álcool e Malzbier, nas embalagens lata e garrafa âmbar. Para determinação dos folatos 
(ácido fólico - AF, 10-metil-ácido fólico - 10Metil, 5-metiltetraidrofolato - 5Metil, 5-
formiltetraidrofolato - 5Formil e 10-formil-ácido fólico - 10Formil) vitaminas do complexo B, 
empregou-se um método utilizando a cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE). Na 
etapa cromatográfica utilizou-se coluna C18 e eluição por gradiente com fase móvel 
composta por ácido acético 2,0% ajustado a pH 2,8 e acetonitrila, a uma vazão de 0,5 
mL/min. A detecção foi realizada com o detector de arranjo de diodos a 290nm para o AF 
e o 10Metil; e com detector de fluorescência a λexc. 290nm e λemis. 360nm na detecção 
do 5Metil e 5Formil; e a λexc. 290nm e λemis. 445nm para o 10Formil. Após sua 
validação, o método apresentou coeficientes de correlação variando de 0,9970 a 0,9999, 
limites de detecção de 0,07 a 2,42 µg/100mL, e de quantificação entre 0,22 e 8,07 
µg/100mL. Os coeficientes de variação (CV) ficaram entre 0,75 e 5,01% e a precisão 
intermediária entre 1,20 e 9,99%. Os ensaios de recuperação nos níveis avaliados 
estiveram entre 92 e 107%. Os folatos encontrados nas cervejas analisadas foram o 
10Metil, o 5Metil e o 10Formil e os níveis totais da vitamina variaram de 18,26 a 23,99 
µg/100mL. Estas vitaminas foram monitoradas durante a vida de prateleira da bebida (6 
meses), sendo avaliadas na cerveja recém fabricada e a cada 2 meses subseqüentes. De 
modo geral o teor de folatos decresceu ao longo da vida de prateleira, e não foi possível 
constatar o efeito do tipo de embalagem sobre a vitamina. A avaliação em diferentes lotes 
resultou em grande variação, com CVs de até 52,42%. Para estabelecer o teor de 
fenólicos totais foi aplicado o método de Folin-Ciocalteau, pelo qual foram encontrados 
47,05, 18,67 e 21,83 mg/100mL em equivalentes de ácido gálico (EAG), na cerveja 
Malzbier, Pilsen sem álcool e Pilsen, respectivamente. O tipo de embalagem utilizada, lata 
ou garrafa, apresentou relevância para o teor de fenólicos totais somente para a cerveja 
Pilsen, e a cerveja sem álcool foi a que mais apresentou variação do teor entre marcas. 
Para avaliação da capacidade antioxidante foram realizados ensaios utilizando o radical 






dois ensaios indicaram a cerveja Malzbier com maior capacidade antioxidante, 
corroborando com o teor de fenólicos totais. Para identificação e quantificação do trans-2-
nonenal, um dos principais responsáveis pelo sabor envelhecido em cervejas, foi utilizado 
o método de headspace com microextração em fase sólida e cromatografia gasosa 
acoplada à espectrometria de massas (HS-SPME-GC-MS). Foi utilizada coluna 5%-fenil-
metilpolisiloxano (HP-5MS) e a condição cromatográfica empregada teve inicio em 
temperatura de 60ºC, variando 3 ºC/min até atingir 100ºC. Em seguida, uma rampa de 10 
ºC/min até atingir 200ºC e permanência a 200ºC por sete minutos para limpeza da coluna. 
O gás de arraste (hélio) teve vazão constante de 1,0 mL/min. Os íons monitorados para a 
identificação (m/z) foram 55, 70 e 83 (fonte de ionização de 70eV), após verificação do 
espectro de massas do composto. O teor de trans-2-nonenal encontrado variou de 0,11 a 
0,46 µg/L nas cervejas em lata, estando acima de seu threshold. Para este composto foi 
encontrada diferença significativa entre amostras de um mesmo tipo de cerveja, porém 
não houve diferença significativa entre os três tipos de cerveja analisados. Este trabalho 
demonstrou que a cerveja brasileira possui substâncias benéficas à saúde humana, com 
teor similar a de outros alimentos, e que o trans-2-nonenal ainda é presente em 
quantidades acima do threshold na bebida, podendo comprometer sua qualidade. De 
modo geral, a embalagem, lata ou garrafa, não influenciou no teor das substâncias 
analisadas e a cerveja Malzbier se destacou pela maior capacidade antioxidante. 
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GENERAL  ABSTRACT 
 
In the present study methods were adapted and applied to quantify levels of folate, 
antioxidant capacity assessment and E-2-nonenal quantification in Brazilian beers. 5 
brands of Pilsen, non-alcoholic and Malzbier beers were used, in can and amber bottle. 
For determination of folates (folic acid - FA, 10-methyl-folic acid - 10Methyl, 5-
methyltetrahydrofolate - 5Methyl, 5-formyltetrahydrofolate - 5Formyl and 10-formyl-folic 
acid - 10Formyl) B vitamins, a method using liquid chromatography (HPLC) was 
employed. In the chromatographic step a C18 column was used and was applied a 
gradient elution with mobile phase consisting of an acetic acid 2.0% solution adjusted to 
pH 2.8 and acetonitrile, at a flow rate of 0.5 mL / min. The detection was performed with 
the diode array detector at 290nm for FA and 10Methyl, and with a fluorescence detector 
at λexc. 290nm and λemis. 360nm in the detection of 5Methyl and 5Formyl, and at λexc. 
290nm and λemis. 445nm for the 10Formyl. After its validation, the method presented 
correlation coefficients ranging from 0.9970 to 0.9999 µg/100 mL, detection limits from 
0.07 to 2.42 µg/100 mL and quantification limits between 0.22 and 8.07 µg/100 mL. The 
standard deviation (SD) was between 0.75 and 5.01% and intermediate precision was 
from 1.20 to 9.99%. Tests of recovery levels were resulted between 92 and 107%. Folates 
found in beers were 10Methyl, 5Methyl and 10Formyl. The total folate levels found among 
types of fresh beers ranged from 18.26 to 23.99 µg/100mL. These vitamins were 
monitored during beer shelf life (6 months), being evaluated in freshly brewed beer and at 
every subsequent 2 months. Overall levels of folate found decreased over the shelf life, 
but it was not possible to verify the effect of package to protect beer against degradation of 
the vitamins. Evaluation in different batches showed a great variation, with SD up to 
52.42%. To determine the total phenolic content was applied the Folin-Ciocalteau method, 
by which they were found 47.05, 18.67 and 21.83 in mg/100mL equivalents gallic acid 
(EGA) for Malzbier beer, alcohol-free Pilsen and Pilsen, respectively. The type of 
packaging used, can or bottle, had relevance to the total phenolic content only for Pilsen 
beer. Nonalcoholic beer showed the highest variation. To evaluate the antioxidant 
capacity, tests using the radical 2,2 - diphenyl -1 - picrylhydrazyl (DPPH) and the ferric 
reduction antioxidant power  (FRAP) were performed. The two tests indicated the beer 






phenolics. For identification and quantification of E-2-nonenal, a major cause of aged 
flavor in beers, it was used a headspace method with micro solid phase extraction and gas 
chromatography technique coupled with mass spectrometry (HS-SPME-GC-MS). A 5%-
phenyl-methylpolisiloxane (HP-5MS) column was used. The chromatographic conditions 
used beginning in temperature of 60 ºC, ranging from 3 ºC / min up to 100 ºC. Then, ramp 
of 10 °C / min until 200 ºC and then stay at 200 ºC  for seven minutes to clean the column. 
The carrier gas (helium) had constant flow of 1.0 mL / min. The monitored ions were 55, 
70 and 83 (m/z) (source of ionization 70eV), after verification of mass spectra of the 
compound. Levels of E-2-nonenal ranged from 0.11 to 0.46 µg/L in beer cans, being 
above its threshold. For this compound significant difference was found between samples 
of the same type of beer, but there was no significant difference between the three types 
of analyzed beer. This study showed that the Brazilian beer have beneficial substances to 
human health, with similar content to other food, and that the E-2-nonenal is still present in 
quantities above the threshold in the beverage, which can compromise its quality. In 
general, the packaging, can or bottle, did not influence the content of the analyzed 
substances, and Malzbier beer stood out for greater antioxidant capacity. 
 
 
Keywords: Beer, folate, shelf life, HPLC, antioxidant, DPPH, FRAP, total phenolic 












A cerveja existe desde a cultura Mediterrânea clássica, vinculada na antiguidade a 
fins terapêuticos. As primeiras referências históricas existem há mais de 5.000 anos a. C. 
com fabricação pelos Sumérios e Egípcios, e os Babilônios já fabricavam mais de 
dezesseis tipos de cerveja de cevada, trigo e mel, há mais de 4.000 anos. A partir do 
Egito - como demonstram hieróglifos - a cerveja se difundiu entre os povos orientais, 
sendo o responsável pelo ingresso da bebida na bacia do Mediterrâneo e, de lá, para a 
Europa e todo o mundo (Hough, 1990; Reinold, 1997; Venturini Filho, 2000). 
A cerveja é produzida da fermentação alcoólica do mosto de cereal malteado, 
geralmente malte de cevada, e lúpulo, sendo facultativa a adição de outra matéria-prima 
amilácea (Brasil, 1997). A variação desses ingredientes e/ou do processo de fabricação 
resulta em diferentes tipos de cerveja (Rodrigues, 2000; Martinez, 2004). 
De acordo com o último levantamento do Sindicerv, o mercado cervejeiro no Brasil 
produziu 10,34 bilhões de litros de cerveja ao longo de 2007 e o consumo per capita foi de 
56 litros. O setor faturou R$ 25,8 bilhões e investiu R$ 3 bilhões nos últimos cinco anos. O 
Brasil ocupa a quinta posição no ranking mundial dos produtores de cerveja (Sindcerv, 
2010). 
Durante a Feira Internacional de Tecnologia em Cerveja, Brasil Brau 2009, foi 
destacado o papel do Brasil no mercado mundial da cerveja. Segundo Michael Schadler, 
diretor de marketing internacional da USA Hops, associação que reúne os produtores de 
lúpulo dos Estados Unidos, o Brasil não conta apenas como quinto mercado mundial da 
bebida, figura também entre os três principais destinos de exportação do lúpulo 
americano, já que o país não produz lúpulo e que entre os quatro primeiros produtores 
mundiais acima do Brasil, China, Estados Unidos, Alemanha e Rússia, somente este 
último não tem produção própria de lúpulo (Cervesia, 2009). Ainda, segundo o IBGE, 
enquanto a produção industrial total do País despencou cerca de 15% em abril de 2009, 
em comparação com o mesmo mês em 2008, os fabricantes de bebidas registraram alta 
de 5% (IBGE, 2010). 
Conforme aumenta o consumo de cerveja, cada vez mais são realizadas 
pesquisas envolvendo a bebida, tanto no aspecto da saúde e compostos funcionais, como 






necessários métodos que simplifiquem esta avaliação e tornem o controle do teor dessas 
substâncias mais prático.  
Sabe-se que o teor de folatos na cerveja é significativo (Catharino, 2004; 
Jägerstad et al., 2005) já que a própria levedura pela fermentação produz altas 
quantidades da vitamina (Brody, 1991, Seyoum e Selhub, 1998; Osseyi, Ewhling e 
Albrecht, 2001; Kariluoto et al., 2004). Folato é um termo geral que se refere a compostos 
não só estruturalmente, mas também com atividade semelhante a do ácido fólico, uma 
vitamina do complexo B (Brody, 1991; Brody, 1994; Brubacker, 1985; Zanini e Oga, 1994). 
Desde a década de 80 verifica-se um acréscimo nas evidências da relação entre a 
deficiência de folatos e o risco de defeitos em tubo neural de fetos durante a gestação, de 
doenças cardíacas, de certas formas de tumores e mal de Alzheimer, entre outras 
(Hawkes e Villota, 1989; Scott, Rébeille e Fletcher, 2000; Gross, 2009). Os folatos 
também estão envolvidos na produção da mielina, a principal proteína que participa da 
biossíntese de camadas de lipídios que separam os nervos axônios. Deste modo, a 
carência de folatos também vem sendo associada a doenças degenerativas por diminuir a 
biossíntese de mielina (Scott, Rébeille e Fletcher, 2000; Eudes et al., 2009).  
Assim como os folatos, a ingestão de compostos antioxidantes também reduz o 
risco da ocorrência de certas doenças como o câncer e insuficiência coronária (Sies, 
1991; Gey e Puska, 1989; Gerster, 1991; Namiki, 1990; Ramarathnam et al., 1995; 
Papadopoulou e Frazier, 2004), inflamação e doenças relacionadas ao envelhecimento, 
por exemplo esclerose múltipla, mal de Parkinson, doença auto-imune, isquemia, anemia 
e demência senil (Halliwell e Gutteridge, 1990). Uma das principais fontes de polifenóis é 
a cerveja (Freitas, 2006), sendo essencialmente provenientes da casca de cevada 
malteada e do lúpulo. Também aparecem compostos mais complexos como os taninos 
(Gonzáles San José, Muniz Rodrigues e Vall Bellés, 2001; Heim, Tagliaferro e Bobilya, 
2002). A capacidade antioxidante da cerveja é comparável à do vinho branco, mas inferior 
à do vinho tinto, nesses produtos os compostos antioxidantes são diferentes devido à 
composição do malte e do lúpulo diferir da composição das uvas (Lugasi, 2003). 
Quanto à qualidade sensorial da cerveja, um dos compostos que mais contribui 
negativamente é o trans-2-nonenal, já que uma concentração deste aldeído 
compreendida entre 0,05 ppb e 0,1 ppb já é suficiente para fazer sobressair o sabor de 
papel-cartão (Collin e Noël, 1994). O aumento de sua concentração na bebida esta 
relacionado ao processo oxidativo (Meilgaard, 1975; Liegeois et al., 2002; Santos et al., 






muitas vezes o sabor oxidado é encontrado em cervejas com menos de 3 meses de vida 
de prateleira (Santos et al., 2003). 
Deste modo, com o mercado de cerveja em expansão, este trabalho buscou 
aplicar e aperfeiçoar métodos para identificação e quantificação de alguns destes 
compostos na cerveja brasileira e compará-los entre tipos diferentes como a Pilsen, sem 
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Avaliar o teor de folatos, capacidade antioxidante e presença de trans-2-nonenal 
em cervejas brasileiras tipo Pilsen, Pilsen sem álcool e Malzbier. 
 
Objetivos específicos: 
• Validar um método por CLAE para a detecção de folatos em cervejas. 
• Avaliar o teor dos folatos presentes nos diferentes tipos de cerveja e acompanhar 
a estabilidade durante a vida de prateleira do produto (6 meses). 
• Observar a influência da embalagem (lata e garrafa) no teor de folatos em cerveja. 
• Avaliar a capacidade antioxidante dos diferentes tipos de cerveja e compará-la por 
dois diferentes métodos. 
• Quantificar compostos fenólicos totais na cerveja. 
• Observar a influência da embalagem (lata e garrafa) na capacidade antioxidante e 
teor de fenólicos totais da cerveja. 
• Determinar o teor de trans-2-nonenal nos diferentes tipos de cerveja 
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Cerveja é qualquer uma das variedades de bebidas alcoólicas produzidas pela 
fermentação de matéria-prima como amido, cereais ou outras fontes vegetais. Em termos 
históricos, a cerveja já era conhecida pelos sumérios, egípcios e mesopotâmios, desde 
cerca de 5. 000 a.C. Como os ingredientes usados para fazer cerveja diferem de acordo o 
tipo e a qualidade das matérias-primas, as características (tipo, sabor e cor) variam 
amplamente. Podem ser classificadas pelo teor de álcool e extrato, pelo malte ou de 
acordo com o tipo de fermentação. As cervejas de alta fermentação são aquelas cujas 
leveduras flutuam, durante o processo. A maior parte das cervejas é de baixa 
fermentação, ou seja, quando expostas à temperaturas entre 9ºC e 14ºC, o levedo fica 
depositado no fundo do tanque, sendo conhecidas como “Larger”. É uma bebida 
amplamente consumida no Brasil, que só perde em volume, para a China, Estados 
Unidos, Alemanha e Rússia. Os tipos de cerveja mais consumidos no país são a Pilsen, 
com consumo de cerca de 98%, e a Malzbier. O processo de fermentação da cerveja, 
através de leveduras, aumenta os níveis de folatos presentes, além dos folatos 
provenientes dos grãos. Os folatos são vitaminas essenciais à saúde, prevenindo 
malformações congênitas, anemia megaloblástica, diversos tipos de câncer e doenças 
crônicas, além de auxiliar a formação de DNA e a conversão de homocisteína em 
metionina. A cerveja também possui alto poder antioxidante, especialmente através dos 
polifenóis, protegendo o sistema biológico contra o efeito nocivo de processos ou reações 
que possam causar oxidação excessiva, e prevenindo contra patologias como o câncer, 
insuficiência coronária, inflamação, esclerose múltipla, mal de Parkinson, doença auto-
imune, isquemia, anemia e demência senil. O alto consumo de cerveja no Brasil se deve, 
entre outros fatores ao sabor fresco que agrada a população. Este sabor é resultado de 
uma interação complexa entre centenas de compostos químicos que podem ocasionar 
muitas reações durante seu armazenamento, tendo por resultado uma diminuição de 
notas frescas. Os índices excessivos de oxigênio, as altas temperaturas e os tempos 
durante a pasteurização da cerveja podem conduzir ao gosto do pasteurizado, para o qual 
um dos compostos mais citados como responsável é o trans-2-nonenal. Ele possui um 
threshold muito baixo, já que uma concentração deste aldeído compreendida entre 0,05 
ppb e 0,1 ppb é suficiente para fazer sobressair este sabor característico.  
Palavras-chave: Cerveja, folatos, antioxidantes, trans-2-nonenal. 







Drinks called as beer are any variety of alcoholic beverages produced by fermentation of 
starchy matter, derived from grain or other plant sources. Historically, beer was known by 
the Sumerians, Egyptians and Mesopotamians, from about 5,000 b. C.. As the ingredients 
used to make beer differ according to type and quality of raw material, characteristics 
(type, flavor and color) vary widely. They can be classified by the alcohol and extract 
quantity, and malt or according to the type of fermentation. The top-fermented beers are 
those whose yeast float during the process. Most of the beer fermentation is low, in other 
words, when exposed to temperatures between 9 °C an d 14 °C, the yeast settles at the 
bottom of the tank, known as “Larger”. It is a beverage widely consumed in Brazil, being 
only behind to China, the United States, Germany and Russia in volume. The types of 
beer more consumed in the country are Pilsen, with consumption of about 98%, and 
Malzbier. The process of beer fermentation by yeast increases folate levels, besides 
folates from grain. Folates are vitamins essential to health by preventing birth defects, 
megaloblastic anemia, various cancers and chronic diseases, and helping the formation of 
DNA and the conversion of homocysteine to methionine. Beer also has a high antioxidant 
power, especially through the polyphenols, and protect the biological system against the 
harmful effects of processes or reactions that may cause excessive oxidation, and 
preventing against diseases such as cancer, coronary heart disease, inflammation, 
multiple sclerosis, Parkinson's disease, autoimmune disease, ischemia, anemia and senile 
dementia. The high consumption of beer in Brazil is due, among other factors, the fresh 
flavor that appeals to consumers. This flavor is the result of a complex interaction of 
hundreds of chemical compounds that can cause many reactions during storage, resulting 
in a decrease of fresh notes. The excessive levels of oxygen, high temperatures and times 
during the pasteurization can lead to the taste of pasteurized, and one of the more cited 
compounds as responsible for this, is the trans-2-nonenal. It has a very low threshold, 
since concentrations between 0.05 ppb and 0.1 ppb are sufficient to bring out its flavor. 
This study aimed to review beer characteristics, with some compounds responsible for 
their health benefits, as well as a compound responsible for the taste of aged beer. 
Key-words: Beer, folates, antioxidants, E-2-nonenal. 










A cerveja já era conhecida pelas populações antigas e era uma bebida muito 
popular em clima não propício ao cultivo de uvas. A maioria das bebidas elaboradas com 
cereais nos últimos 8.000 anos é hoje considerada como cerveja (Reinold, 1997; Venturini 
Filho, 2000). 
Sua origem histórica é desconhecida. Sabe-se que os sumérios e os egípcios 
produziam cerveja, há mais de 5.000 anos antes de Cristo, e os babilónios já fabricavam 
mais de dezesseis tipos de cerveja de cevada, trigo e mel, há mais de 4.000 anos (Hough, 
1990; Reinold, 1997; Venturini Filho, 2000). O mais antigo código de leis conhecido, o de 
Hamurabi na Babilónia (datado de 1.800 anos antes de Cristo), declarava que a pena de 
morte poderia ser imposta a quem diluía a cerveja que vendia. Igualmente, foi encontrada 
em papiros egípcios, de cerca de 1.300 anos antes de Cristo, uma regulamentação da 
venda de cerveja (Santos, 2002). A bebida também foi produzida por gregos e romanos 
durante o apogeu destas civilizações (Venturini Filho, 2000). 
Na América do Sul, os incas já bebiam cervejas elaboradas a partir de grãos 
(milho), e há ainda antigas referências às cervejarias milenares na China e no Japão. 
Também no continente africano existem indícios de que a cerveja africana seja uma 
bebida tradicional do Zaire e países vizinhos (Reinold, 1997). 
O lúpulo já era conhecido em algumas partes do mundo no século VIII, porém 
apenas no século XVI tornou-se conhecido e popular na Europa (Inglaterra) como uma 
planta que adicionava sabor (Hough, 1990; Reinold, 1997; Venturini Filho, 2000). 
A cerveja foi usada na idade média como mercadoria para comércio, pagamento e 
impostos. No século XIV, a cidade de Hamburgo, na Alemanha, era o centro cervejeiro da 
Europa, com mais de mil mestres cervejeiros (Reinold, 1997). No Brasil, o hábito de tomar 
cerveja foi trazido por D. João VI, no início do século XIX, durante a permanência da 
família real portuguesa no território brasileiro (Hough, 1990; Reinold, 1997; Venturini Filho, 
2000). Nesta época, a cerveja consumida era importada da Europa. Em 1888 foi fundada 
na cidade do Rio de Janeiro a primeira cervejaria brasileira e, em 1891, na cidade de São 
Paulo (Venturini Filho, 2000). 
 
 







A cerveja é um produto tradicional e aceito popularmente. Genericamente pode ser 
definida como uma bebida carbonatada de baixo teor alcoólico, preparada a partir do 
malte “cevada germinada”, lúpulo, fermento e água de boa qualidade (Rodrigues, 2000). A 
Agência Nacional de Vigilância Sanitária define cerveja como a bebida obtida pela 
fermentação alcoólica do mosto oriundo do malte de cevada e água potável, por ação da 
levedura, com adição de lúpulo, na qual o malte e o lúpulo poderão ser substituídos por 
seus respectivos extratos e parte do malte de cevada pode ser substituído por cereais 
como a cevada, o arroz, o trigo, o centeio, o milho, a aveia e o sorgo, todos integrais, em 
flocos ou a sua parte amilácea (Brasil, 1997).    
Os princípios do processo de produção de cerveja devem ser mantidos 
constantes, independente do tipo de cerveja a ser fabricado. Porém, associadas a esses 
princípios, diferentes variáveis de fabricação irão determinar a qualidade final do produto 
e gerar diversificações ou diferentes tipos de cerveja. Dentre estas variáveis de fabricação 
destacam-se: as variáveis de cevada utilizadas, o local e a estação do ano de cultivo, o 
tipo de malteação principalmente na secagem, o método de preparo do macerado, o uso 
de adjuntos, o tipo de filtração do mosto, a água utilizada, leve ou pesada, o tempo de 
cozimento, os tipos de lúpulo usados e o momento que são adicionados do cozimento, o 
tipo de fermento, o tempo de fermentação e maturação, o tipo ou ausência de filtração da 
cerveja, a decisão de pasteurizar ou não e o controle do binômio tempo-temperatura em 
todas as fases de fabricação (Varnam e Sutherland, 1994; Rodrigues, 2000).   
As cervejas de alta fermentação são aquelas cujas leveduras flutuam, durante o 
processo, após fermentar o mosto, gerando um produto de cor cobre-avermelhada, de 
sabor forte, ligeiramente ácido e com teor alcoólico entre 4% e 8%. A maior parte das 
cervejas é de baixa fermentação, ou seja, o levedo fica depositado no fundo do tanque 
(Hough, 1990; Reinold, 1997; Venturini Filho, 2000). 
As leveduras são responsáveis pela transformação dos açúcares do mosto em 
álcool e gás carbônico, e na indústria cervejeira distinguem-se fundamentalmente duas 
espécies: Saccharomyces cerevisiae (utilizada em cervejas claras, de alta fermentação, 
ou seja, que fermentam entre 13 e 16ºC) e Saccharomyces uvarum ou carlsbergensis 
(utilizadas em cervejas de baixa fermentação, entre 4 e 8ºC) (Varnam e Sutherland, 1994; 
Haj-Isa, 2000). 





Segundo Haj-Isa (2000), Filho (2000), Santos (2002) e Sindicerv (2009), as etapas 
de fabricação da cerveja são divididas em: 
1.2.1 Preparo do mosto 
A primeira fase do processo produtivo ocorre quando as matérias-primas (malte, 
lúpulo e adjuntos) são misturadas em água e dissolvidas, visando a obtenção de uma 
mistura líquida açucarada chamada mosto, que é a base para a futura cerveja.  
1.2.2 Fermentação 
Após o resfriamento, o mosto recebe fermento e é acondicionado em grandes 
tanques, chamados de fermentadores (onde começa a fase de fermentação). Nessa 
etapa, o fermento transforma o açúcar do mosto em álcool e gás carbônico, obtendo 
assim energia necessária à sua sobrevivência. Durante todo o processo é muito 
importante o controle preciso da temperatura, pois somente na temperatura correta o 
fermento produzirá cerveja com o sabor adequado. A fermentação é certamente a fase 
mais importante para o paladar da cerveja, visto que, paralelamente à transformação de 
açúcar em álcool e gás carbônico, o fermento produz outras substâncias, em quantidades 
muito pequenas, mas que são as responsáveis pelo aroma e pelo sabor do produto.  
1.2.3 Maturação 
Uma vez concluída a fermentação, a cerveja é resfriada a zero grau, a maior parte 
do fermento é separada por decantação (sedimentação) e tem início a maturação. Nessa 
fase, pequenas transformações ocorrem para aprimorar o sabor da cerveja. Algumas 
substâncias indesejadas oriundas da fermentação são eliminadas e o açúcar residual 
presente é consumido pelas células de fermento remanescentes, em um fenômeno 
conhecido por fermentação secundária. A maturação costuma levar de 6 a 30 dias, 
variando de uma cervejaria para outra. Ao final dessa fase, a cerveja está praticamente 
concluída, com aroma e sabor finais definidos.  
1.2.4 Filtração  
Após maturada, a cerveja passa por uma filtração, que visa eliminar partículas em 
suspensão, principalmente células de fermento, deixando a bebida transparente e 
brilhante. A filtração não altera a composição e o sabor da cerveja, mas é fundamental 
para garantir sua apresentação, conferindo-lhe um aspecto cristalino.  





1.2.5 Enchimento e Pasteurização 
O enchimento é a fase final do processo de produção. Pode ser feito em garrafas, 
latas e barris. Logo após o enchimento, a cerveja é submetida ao processo de 
pasteurização, principalmente quando são envasadas em garrafas ou latas (no barril, a 
cerveja normalmente não é pasteurizada e por isso recebe o nome de chope). A cerveja é 
submetida a um aquecimento a 60ºC e posterior resfriamento, para garantir maior 
estabilidade ao produto. É, então, possível às cervejarias assegurar uma data de validade 
ao produto de seis meses após sua fabricação. 
A Figura 1 apresenta um esquema simplificado das principais etapas do processo 
de fabricação da cerveja. 
 
 
Figura 1: Diagrama esquemático das principais etapas do processo de fabricação da 
cerveja (Santos, 2002). 
 
1.3. Tipos de Cerveja 
 
De forma geral, pode-se afirmar que existem dois grandes seguimentos de 
cerveja: as “Ale” e as “Larger”. As primeiras são produzidas por leveduras de alta 
fermentação entre elas Pale Ale, Brown Ale, Mild, Bitter, Stout, Porter e Barley Wine, e as 
segundas são fabricadas utilizando-se leveduras de baixa fermentação e normalmente 
maturadas a baixa temperatura. Os tipos mais representativos de “Larger” são: Pilsen, 
Munich, Boch, Export e Malzbier (Reinold, 1997; Venturini Filho, 2000). Alguns tipos de 





cerveja produzidos, com sua origem e principais características estão sumarizados na 
Tabela 1. 
 
Tabela 1: Alguns tipos de cerveja produzidos ao redor do mundo 
TIPOS DE CERVEJA 
CERVEJA ORIGEM COLORAÇÃO  TEOR ALCOÓLICO FERMENTAÇÃO 
Pilsen República Checa Clara Médio Baixa 
Stout Inglaterra Escura Alto Geralmente Alta 
Porter Inglaterra Escura Alto Alta ou Baixa 
Munich Alemanha Escura Médio Baixa 
Bock Alemanha Escura Alto Baixa 
Malzbier Alemanha Escura Alto Baixa 
Ice Canadá Clara Alto - 
Fonte: Sindicerv (2009). 
 
Os principais tipos de cerveja consumidos no Brasil são Pilsen, Stout, Munich, 
Malzbier e Bock (Reinold, 1997). 
1.3.1 Pilsen 
A cerveja do tipo Pilsen nasceu em Pils, na Tchecoslováquia, em 1842, e é a mais 
conhecida e consumida no mundo. De sabor delicado, leve, clara e de baixo teor alcoólico 
(entre 3% e 5%), é também a preferida dos brasileiros. No Brasil, o consumo da Pilsen 
chega a 98% do total ingerido (Reinold, 1997; Venturini Filho, 2000; Sindicerv, 2009). 
1.3.2 Stout 
Originária da Inglaterra e Irlanda, a stout é feita com cevada torrada e possui um 
sabor que associa o amargo do lúpulo ao adocicado do malte. É elaborada com maltes 
especiais - escuros - e extrato primitivo de 15%. A fermentação é geralmente alta. Sua cor 
é escura e seu teor de álcool e extrato são altos (Reinold, 1997; Venturini Filho, 2000; 
Sindicerv, 2009).  
1.3.3 Munich 
Aperfeiçoada em Munique, na Alemanha, por volta de 1830. Indica uma cerveja 
“Larger” de cor castanho escura. Apresenta malte tostado, porém sem sabor de torrado. 
Apresenta teor de extrato original de 12,7% m/m e 5,0% de álcool em volume, corpo 





médio a cheio, paladar de malte mas não doce, e amargor leve (menor que a Pilsen) 
(Reinold, 1997; Venturini Filho, 2000; Sindicerv, 2009). 
1.3.4 Malzbier 
A tradicional Malzbier é produzida a partir de malte tipo Viena, que confere à 
bebida a coloração âmbar-avermelhada. Utiliza-se levedura de baixa fermentação. Sua 
maturação é extremamente longa, chegando a mais de três meses de armazenamento. O 
extrato original da cerveja é de 13,0-13,5% m/m, a apresenta teor alcoólico acima de 
5,0% em volume. É uma cerveja meio forte, de corpo pronunciado, sabor de malte mais 
concentrado no aroma do que no gosto (Reinold, 1997; Venturini Filho, 2000; Sindicerv, 
2009). 
1.3.5 Bock 
A cerveja tipo bock é outra “Lager” de aceitação mundial por ter um sabor mais 
forte e encorpado, geralmente de cor escura, com teor alcóolico variando entre 5 e 7%. O 
malte usado na sua preparação é mais torrado e caramelizado, o que transmite um sabor 
menos amargo. A sua espuma é cremosa e resulta do prolongado processo de maturação 
e fermentação (Santos, 2002). É originária da cidade de Einbeck, na Alemanha. Tem 





Segundo Haj-Isa (2000), a potencialidade do mercado cervejeiro no Brasil é 
enorme por, entre outros motivos, grande parte da população brasileira ser jovem, faixa 
etária em que o consumo de cerveja é maior, e pela política de produção e de marketing 
das empresas estarem em expansão. Além do Brasil, por ser um país tropical, possuir 
tudo para a irrestrita aceitação da cerveja pelos consumidores (Bracco, 1986).  
O Jornal Folha online, em 20 de julho de 2009, publicou que o mercado de vendas 
de cerveja cresceu quase 4,0% em maio de 2009 em relação ao mês anterior. As vendas 
da bebida em volume aumentaram 3,7% entre abril e maio (para 1,2 bilhão de litros), 
subiram 4,5% em volume e 9,4% em valores (Datamark, 2009). No mercado de cerveja, o 
Brasil só perde, em volume, para a China (35 bilhões de litros/ano), Estados Unidos (23,6 
bilhões de litros/ano), Alemanha (10,7 bilhões de litros/ano) e Rússia (9 bilhões de 





litros/ano). O consumo da bebida, em 2007, apresentou crescimento em relação ao ano 
anterior, totalizando 10,34 bilhões de litros (Sindicerv, 2009). 




Figura 2: Consumo per Capita de cerveja no Brasil (litros por ano) ( Sindcerv, 2010). 
 
 




O consumo moderado de cerveja e vinho, ao contrário do que acontece com o 
consumo excessivo, pode fornecer aos consumidores substâncias que apresentam efeitos 
protetores contra doenças cardiovasculares, como disturbios no coração e algumas 
formas de trombose (Fagrell et al., 1999, Hendriks e Rimm, 2004), conforme demonstrado 
em estudos por todo o mundo. Deste modo, estima-se que a ingestão de 30g de álcool 
por dia (cerca de três copos de cerveja), pode reduzir o risco de doenças coronárias em 
25% (Rimm et al., 1999). A explicação para esta situação reside no fato de a quantidade 
  
 





de colesterol no sangue (high density lipoprotein HDL, o bom colesterol) aumentar quando 
se consome álcool, diminuindo assim o risco de doenças. Pesquisas realizadas mostram 
que dois copos de cerveja por dia (20g de álcool) pode aumentar o colesterol HDL na 
ordem dos 4,0% (McConnell et al., 1997). É claro que o consumo em excesso não 
acresce este valor, ao contrário, pode provocar vários problemas em outros sistemas do 
organismo humano. Outra explicação para os benefícios descritos, baseia-se na 
tendência que existe para a redução do aparecimento de coágulos no sangue quando se 
consome álcool (Gorinsten et al., 1997). Outras pesquisas foram efetuadas no sentido de 
se aferir a influência do consumo de álcool em certo tipo de doenças. Deste modo, 
obtiveram-se resultados que evidenciam que o consumo moderado de cerveja ou vinho 
pode proteger contra a formação de pedra na vesícula (Leitzmann et al., 1999), 
osteoporose (Charles et al., 1999) e até diabetes (Rimm et al., 1995).  
Cabe ressaltar que o consumo de bebidas alcoólicas deve ser, além de moderado, 






O termo folato é utilizado para um grupo de vitaminas hidrossolúveis com 
estruturas e atividades semelhantes ao ácido fólico (Brody, 1991; Zanini e Oga, 1994, de 
Bree et al., 1997). São vitaminas essenciais, que fazem parte do grupo das vitaminas do 
complexo B, sendo o ácido fólico (2-amino-4-hidroxi-6-metilenoaminobenzol-L-glutâmico) 
conhecido como ácido pteroilglutâmico, vitamina Bc, vitamina B9 e vitamina M (Brody, 
1991; Zanini e Oga, 1994).  
Os folatos representam um grupo de compostos que variam pelo estado de 
oxidação da estrutura do anel de pteridina e pelo seu número de resíduos de glutamatos 
conjugados (Eittenmiller, Landen e Augustin, 1998; Brouwer, 2008). Estão naturalmente 
presentes em alimentos, geralmente, na forma reduzida, como derivados de 
poliglutamatos, com 2 a 7 resíduos de ácido glutâmico (Franco, 1992). 
Os folatos encontrados nos alimentos estão, predominantemente, na forma de 
poliglutamatos, sendo o 5-metiltetraidrofolato o congênere majoritário (Czeize e Dudas, 
1992; Zanini e Oga, 1994). O ácido pteroilglutâmico (PteGlu-1) é estrutura química 
comum aos folatos, suas diferentes formas (Figura 4) são sintetizadas a partir de reação 
de metilação e replicação celular no organismo humano (Goodman e Gilman, 1991). 





A estrutura química dos folatos compreende um anel de pteridina ligado ao ácido 
ρ-aminobenzóico (PABA), que por sua vez está ligado, através da carboxila do grupo 
amina, ao ácido glutâmico. O anel pteridina pode existir em três estados de oxidação. Os 
grupos de um carbono podem estar nas posições N5 ou N10 e podem diferir no estado 
oxidado, existindo como folatos derivados de formil, metil ou formaldeido. Além destas 
variáveis estruturais, a maioria dos folatos naturais se encontra primariamente na forma 
reduzida e ligados a resíduos de ácido glutâmico, que variam de 3 a 11 unidades 
dependendo da origem do alimento (Hanson e Gregory, 2002). 
 
Figura 4: Estrutura química do Tetrahidrofolato e os derivados da substituição dos grupos 
R e X por unidades de 1 carbono – As letras A, B e C marcam os locais onde ocorre o 




Os folatos têm os resíduos de glutamatos unidos ao primeiro glutamato por γ-
ligações, e a maioria das enzimas que utilizam folatos como substrato preferem estas 
formas de poliglutamatos. Estão em níveis de traços nas plantas (≤5 nmol g-1) e todos têm 
grau de instabilidade variável, particularmente, pelo rompimento oxidativo em fragmentos 
da pteridina e do PABA-glutamil. Os folatos são, entretanto, estáveis in vivo, quando são 
ligados a proteínas (Scott, Rébeille e Fletcher, 2000).  
Além de serem vitais para plantas, os folatos são requeridos na dieta humana 
porque, ao contrário das plantas, os seres humanos não possuem as enzimas para a 





síntese de folatos. Por isso uma alimentação rica de vegetais é importante para a 
ingestão da vitamina (Scott, et al. 2002).  
A rota do ácido shiquimico foi descoberta como a rota biossintética dos 
aminoácidos aromáticos (fenilalanina, tirosina, e triptofano), possuindo o corismato como 
intemediário (Haslam, 1993). Esta rota foi encontrada somente nos microorganismos e 
nas plantas (Scott et al., 2002). A partir da molécula de corismato formada na rota, é que 
são sintetizadas diversas classes de compostos, inclusive os folatos (Figura 5). 
As etapas do ciclo da síntese dos folatos nos vegetais ainda não estão totalmente 
esclarecidas, mas, provavelmente, são as mesmas encontradas nas bactérias. Parte da 
pteridina é formada de GTP, e o PABA é formado de corismato. A pteridina e as unidades 
de PABA são condensadas, glutamiladas e reduzidas para obter o tetraidrofolato, e então, 
é adicionada a cauda do poliglutamil. Das 11 etapas, nove são mediadas por enzimas 
específicas (Green et al., 1996).  
 










O ácido fólico e os folatos são vitaminas essenciais, que possuem um papel chave 
nas reações de transferência de carbono, que ocorrem na biossíntese de DNA, como 
doador e receptor dos grupos C1, e no ciclo da metilação (Katzung, 1994; Devlin, 1997; 
Blount et al, 1997; Scott, Rébeille e Fletcher, 2000; Trumbo 2003). 
Vários tipos de folatos são necessários na formação de produtos intermediários do 
metabolismo, estando envolvidos na síntese de purina, timidilato (dTMP), síntese de 
colina, serina e glicina, (Wagner, 1995). A participação de folatos na síntese de purina de 





dTMP parece ser, destas reações, a metabolicamente mais significativa, por ser 
fundamental à síntese de DNA (Katzung,1994; Dang, Arcot e Shrestha, 2000; Thomas, 
Flanagan e Pawlosky, 2003). 
A deficiência da vitamina está sendo apontada como a principal responsável pela 
incidência de malformações congênitas (Milunsky, Jick e Jick, 1989; Shaw, Schaffer e 
Velie, 1995), os chamados defeitos do tubo neural (Gregory, 2001; Evans et al., 2004), 
que se produzem como conseqüência de alterações em sua configuração física durante a 
primeira etapa da gestação, e podem atingir dois níveis, no cérebro (podendo dar lugar a 
anencefalia ou a um encefalocele), ou na coluna vertebral (espinha bífida) (Cabrera et al., 
2004; Ramaekers e Blau, 2004), pois no período de gestação ocorre aumento do número 
de células em divisão rápida, havendo então, maior necessidade do consumo da vitamina 
desde os primeiros dias de gestação (Carmichael et al., 2003). Segundo Bjorklund e 
Gordon, (2006), além das deficiências coronárias, os defeitos no tubo neural são as 
deficiências de malformação mais comuns em todo o mundo. 
O tubo neural é formado entre os dias 21-27 após a concepção, antes de muitas 
mulheres perceberem que estão grávidas. Afim de prevenir os defeitos do tubo neural, a 
mulheres devem consumir folatos em quantidades adequadas desde a fase antes da 
concepção até 12 semanas de gestação (revisado em Storozhenko et al., 2005). Segundo 
Carmichael et al. (2003) e Paz e Hernández-Navarro (2006), mulheres grávidas podem 
tornar-se deficientes, especialmente se suas dietas oferecem quantidades marginais 
dessa vitamina.  
Os folatos também participam na produção normal das hemáceas e a carência de 
alimentos que contenham a vitamina na dieta, pode levar à anemia megaloblástica 
(Dierkes, Kroesen e Pietrzik, 1998; Gregory III, 1989; Scott, 2000; Asok, 2005; Paz e 
Navarro, 2006). Além disso, o 5-metiltetraidrofolato juntamente com a vitamina B12 é 
necessário para a conversão de homocisteína em metionina (Devlin, 1997; Paz e Navarro, 
2006, Nilsson et al., 2008).  
Doenças cardiovasculares representam a maior causa de morte em países 
ocidentais. No Brasil correspondem a 300 mil pessoas ao ano. Mais de 40% dos 
pacientes com doença primária da artéria coronária, cerebrovascular ou vascular 
periférica têm hiper-homocisteinemia (Gaull, Sturman e Schaffner, 1974; Nair, 2000). Há 
indícios de que essa possa ser a principal causa de risco de doenças coronárias e 
cardiovasculares (Seshadri et al., 2002) 





A homocisteína vem alcançando grande importância como fator de risco para a 
doença arterial coronária (Welch e Loscalzo, 1998; Hankey e Eikelboom, 2000; Neto e 
Chagas, 2001; Rodrigo, Passalacqua e Araya, 2003; Schnabel, Lackner e Rupprecht, 
2005), pois o alto nível de homocisteína no sangue pode aumentar a agregação de 
plaquetas, causando trombose e inativando anticoagulantes (Malinow, 1994; Scholl e 
Johnson, 2000; Willcox et al., 2003). Com o suplemento do folato ocorre diminuição dos 
níveis de homocisteína (Jacques, 1996; Moat, Lang e McDowell, 2004; Coppola, 
D`Ângelo, e Fermo, 2005; Caruso et al., 2006). 
O ácido fólico é um importante co-fator na metilação da homocisteína que reduz a 
hiperhomocisteína. O nível sérico de folatos tem associação inversa com a homocisteína 
tanto em indivíduos saudáveis como em doentes, e é o único tratamento efetivo para 
reduzir a homocisteína em saudáveis, juntamente com a correção da deficiência da 
vitamina B12 (Neves, Macedo e Lopes, 2004) 
A deficiência de folatos no organismo, ainda pode ser a causa de diversos tipos de 
câncer (Jägerstad, Jastrebova e Svensson, 2004), como coloretal (Lemos, 2007), mamas, 
pâncreas, brônquios e cervical, assim como leucemia (revisado em Lucock et al., 2003), e 
está relacionada a doenças crônicas como mal de Alzheimer e depressão (Jacques et al., 
1999; Alpert et al., 2000). 
Os estudos demonstram que cada uma das diferentes formas de folatos que são 
sintetizadas a partir de reação de metilação e replicação celular no organismo humano, 
desempenha um papel específico no metabolismo intracelular (Goodman e Gilman, 1991). 
A Tabela 2 apresenta algumas destas funções. 
 
Tabela 2: Nomenclatura e funções bioquímicas das diversas formas de folatos. 
Composto Congênere Radical Posição  Função 
Metiltetraidrofolato CH3H4PteGlu -CH3 N5 
Conversão de 
homocisteína a 
metionina e de 
serina a glicina. 
Ácido Fólico 5-CHOH4PteGlu -CHO N5 Síntese de Purinas 
10-Formiltetrahidrofolato 10-CHOH4PteGlu -CHO N10 
Síntese de Purina. 
Utilização ou geração 
de formato 
5,10-Meteniltetrahidrofolato 5,10-CHH4 PteGlu -CH- N5-10 Síntese de Purina 
5,10-Metilenotetraidrofolato 5,10-CH2H4PteGlu -CH2- N5-10 Síntese de timidilato 
Formiminotatraidrofolato CHNHH4PteGlu -CHNH N5 
Metabolismo da 
histidina 
Fonte: (Katzung, 1994; Zanni e Oga, 1994; Daly et al., 1997). 






Pesquisas mais recentes demonstram o potencial antioxidante das formas 
fisiológicas dos folatos (Stocker et al., 2003; Gliszczynska-Swigło, 2007), inclusive do 





Segundo a ANVISA (2005), são recomendados 240µg diários de folatos para 
homens e mulheres adultos.                          
As principais fontes de folatos são os cogumelos, rim, fígado, leveduras e 
especialmente vegetais (Brody, 1991; Franco, 1992, Quirós et al., 2004), como brócolis, 
tomate e espinafre (Lima, 2005). Em menores quantidades os folatos também são 
encontrados em carnes, cereais, frutas e em algumas raízes (Quirós et al., 2004). Ainda 
segundo The National Findiet, 2002 Study (2003), os cereais, principalmente os produtos 
de grãos inteiros, são os maiores contribuidores de folatos na dieta. 
Algumas técnicas no processamento de alimentos podem aumentar as 
concentrações de folatos, como os bioprocessos, incluindo fermentação (Seyoum e 
Selhub, 1998; Osseyi, Ewhling e Albrecht, 2001; Kariluoto et al., 2004). Vinho, cerveja e 
pães, são exemplos de alimentos produzidos através da fermentação por leveduras, por 
si mesma, uma rica fonte de folatos (Seyoum e Selhub, 1998). Kariluoto, et. al. (2006) 
descreve que a habilidade da levedura Saccharomyces cerevisae para produzir folatos 
em meios específicos para o crescimento dos microorganismos é maior que outros tipos 
de levedura e bactérias. A quantidade de vitamina encontrada na biomassa celular é 40 
vezes maior que a quantidade da vitamina excretada no meio pela levedura (Kariluoto, et. 
al., 2006), fato que confirma que não só o alimento produzido pela levedura contém 
folatos, mas também a próprio microorganismo.  
Folatos são encontrados tanto em produtos de bioprocessos como produtos 
derivados da fermentação de produtos lácteos e produtos de panificação (Osseyi, Ewhling 
e Albrecht, 2001), mostrando que as leveduras, mesmo em processos de transformação 
de alguns tipos de produtos de origem animal e vegetal, mantém e/ou aumentam a 
quantidade de folatos originalmente presente nesses alimentos (Kariluoto et al., 2004). No 
estudo de Jägerstad et al. (2005), pães, leite e vegetais fermentados tiveram um aumento 





na concentração de folatos de no mínimo 100%. Esses dados corroboram com o 
conhecimento de que as leveduras são fonte desta vitamina (Brody, 1991).  
Segundo Jägerstad et al. (2005) o nível de folatos em cereais não malteados está 
entre 0,5 e 1,0 mg/Kg, mas durante o processo de malteação da cevada, estes níveis 
podem dobrar ou triplicar, particularmente durante os dois primeiros dias de germinação. 
Em uma pesquisa realizada por estes autores com 120 cervejas americanas foram 
encontrados folatos em uma concentração entre 3 e 18 µg/100mL, e os mesmos afirmam 
que para aqueles que consomem cervejas reguralmente, a ingestão de folatos através da 
bebida pode estar entre 10-20% das necessidades diárias. Ainda, segundo Catharino 
(2004), amostras de cerveja Pilsen brasileiras apresentaram teor de folatos total numa 




Sabe-se que o consumo excessivo de álcool resulta em prejuízo da 
biodisponibilidade de folatos no organismo (Halsted et al., 1971; Russell et al., 1983; 
Manari et al., 2003; Mason e Choi, 2005), embora os consumidores de mais de 100 g de 
álcool por dia geralmente possuam deficiência dos níveis recomendados de ingestão de 
muitos micronutrientes, a inadequação do folato está entre as mais comuns e está 
presente em praticamente todos os membros deste grupo (Manari et al., 2003). 
No entanto, provavelmente este fato não ocorre entre os consumidores moderados 
de álcool. Estudos de populações cujo consumo médio se situa entre uma e duas bebidas 
por dia, geralmente não observam baixa de folato no organismo (Jiang et al., 2003; 
Planells et al., 2003; Mason e Choi, 2005). Mayer et al. (2001), estudou consumidores de 
cerveja e percebeu relação positiva entre a cerveja, o ácido fólico e concentrações de 
vitamina B12 no sangue, e negativas com a concentração de homocisteína. Por 
categorias do consumo de cerveja, os indivíduos com ingestão de 1 litro por dia possuiam 
significativamente menos concentração de homocisteína no sangue e maiores 
concentrações de folato que os indivíduos com menor consumo de cerveja diário. Os 
autores concluiram ainda, que o consumo moderado de cerveja pode ajudar a manter os 
níveis de homocisteína na faixa normal devido ao alto teor de folato presente na bebida, e 
que a cerveja pode contribuir para o efeito protetor do álcool sobre as doenças 
cardiovasculares na população em geral com baixa ingestão de folato de outros 
alimentos. 










Antioxidantes são inúmeras substâncias orgânicas, como a vitamina E ou o 
betacaroteno, que são capazes de contrariar os efeitos prejudiciais da oxidação em 
tecidos animais. São compostos que protegem o sistema biológico contra o efeito nocivo 
de processos ou reações que podem causar oxidação excessiva (Krinsky, 1994). 
Evidências epidemiológicas crescentes do papel de alimentos antioxidantes na prevenção 
de certas doenças têm conduzido ao desenvolvimento de grande número de métodos 
para a determinação da capacidade antioxidante (Pérez-Jiménez e Saura-Calixto, 2006; 
Freitas, 2006). 
Uma substância é considerada antioxidante quando presente em baixa 
concentração, comparada à do substrato oxidável, diminui ou inibe significativamente a 
oxidação daquele substrato (Rice-Evans, Miller e Paganga, 1997; Halliwell, 2002). 
Também podem ser definidos como compostos, naturais ou sintéticos, que apresentam 
elevada estabilidade oxidativa e que têm propriedade de prevenir a oxidação de outras 
substâncias como proteínas, ácidos nucléicos e lipídios (Moreira e ManciniI-Filho, 2003). 
Estudos epidemiológicos associaram o uso de suplementos de compostos 
antioxidantes, incluindo compostos polifenólicos, vitaminas E e C, e carotenóides, com 
redução substancial do risco de doenças relacionadas com estresse oxidativo (Ames, 
Gold e Willet, 1995), um desequilíbrio entre moléculas oxidantes e antioxidantes, com 
balanço maior para as oxidantes, resulta na indução de danos celulares pelos radicais 
livres (Sies, 1993). 
Entre as doenças que possuem risco reduzido pela ingestão de compostos 
antioxidantes encontram-se o câncer e insuficiência coronária (Sies, 1991; Gey e Puska, 
1989; Gerster, 1991; Namiki, 1990; Ramarathnam et al., 1995; Willet, 2001; 
Papadopoulou e Frazier, 2004), inflamação e doenças relacionadas ao envelhecimento 
(Willet, 2001) esclerose múltipla, mal de Parkinson, isquemia, anemia e demência senil 
(Halliwell e Gutteridge, 1990).  
Os compostos antioxidantes desempenham a função de neutralizar os efeitos 
oxidantes em lipídios através de reação com radicais livres altamente reativos, os 
principais fatores para a modificação oxidativa de lipoproteínas e ácidos nucléicos de 
baixa densidade. Este mecanismo de ação dos antioxidantes possui um papel importante 





na redução da oxidação lipídica em tecidos, vegetal e animal, pois quando incorporado na 
alimentação humana não conserva apenas a qualidade do alimento, mas também reduz o 
risco de desenvolvimento destas patologias (Namiki, 1990; Ramarathnam et al., 1995). 
De todo o oxigênio disponível para célula, 95% se transforma em energia e 5% se 
transforma em espécies reativas de oxigênio (Davies,1994). As moléculas orgânicas e 
inorgânicas e os átomos que contêm um ou mais elétrons não pareados, com existência 
independente, podem ser classificados como radicais livres (Frémont, 2000). Essa 
configuração faz dos radicais livres moléculas altamente instáveis, com meia-vida 
curtíssima e quimicamente muito reativas. A presença dos radicais é crítica para a 
manutenção de muitas funções fisiológicas normais (Lo e Cheung, 2005). 
As espécies reativas do oxigênio (ERO’s) formam as espécies radicalares cujo 
elétron desemparelhado está localizado no átomo de oxigênio (Figura 6). São exemplos 
de ERO’s o ânion radical superóxido (O
2
-●
), o radical hidroxila (OH
●




) (Berger, 2005).  
 
 
Figura 6: Algumas fontes de EROs e mecanismos de defesa. (Bioquímica, 2005 in: 
Freitas, 2006). 
 





Em organismos aeróbios saudáveis o balanço entre a formação de ERO’s com a 
produção de antioxidantes, deve estar em equilíbrio. Quando a geração de ERO’s 
sobrepassa as barreiras de defesa do organismo, se inicia a produção de um grande 
número de danos oxidativos nas estruturas biológicas de macromoléculas tais como DNA, 
carboidratos, proteínas e lipídios (Gonzales San José, Muniz Rodrigues e Vall Bellés, 
2001).  
 
3.2. Classes  
 
Angelo e Jorge (2007) indicam que os antioxidantes podem ser divididos em duas 
classes, sendo formados por compostos enzimáticos e não-enzimáticos, estando 
presentes tanto no organismo (localizados dentro das células ou na circulação sangüínea) 
como nos alimentos ingeridos (Montero, 1996). Na primeira, estão os compostos capazes 
de bloquear a iniciação da oxidação, ou seja, as enzimas - superóxido-dismutase, 
glutationa-peroxidase e catalases. Várias enzimas antioxidantes são metaloenzimas, que 
contêm traços de minerais. A glutationa-peroxidase é uma enzima dependente de selênio, 
e a enzima superóxido-dismutase contém manganês, zinco ou cobre, dependendo da sua 
localização nos compartimentos celulares (Halliwell e Gutterdge, 1999).  
Na segunda classe, estão moléculas que interagem com as espécies radicalares e 
são consumidas durante a reação. Dos componentes não-enzimáticos da defesa 
antioxidante destacam-se alguns minerais (cobre, manganês, zinco, selênio e ferro), 
vitaminas (ácido ascórbico, vitamina E, vitamina A), carotenóides (beta-caroteno, licopeno 
e luteína) e compostos fenólicos (Moreira e Mancini-Filho, 2004) como bioflavonóides 
(genisteína, quercetina) e taninos (catequinas) (Papas, 1999). 
De acordo com seu modo de ação, podem ser classificados como primários ou 
secundários. Os primários atuam interrompendo a cadeia da reação através da doação de 
elétrons ou hidrogênio aos radicais livres, convertendo-os em produtos 
termodinamicamente estáveis e/ou reagindo com os radicais livres, formando o complexo 
lipídio-antioxidante que pode reagir com outro radical livre. Os antioxidantes secundários 
atuam retardando a etapa de iniciação da autoxidação, por diferentes mecanismos que 
incluem complexação de metais, seqüestro de oxigênio, decomposição de hidroperóxidos 
para formar espécie não radical, absorção da radiação ultravioleta ou desativação de 
oxigênio singlete (Adegoke e al, 1998). 
 





3.3. Principais Antioxidantes Naturais em Alimentos   
 
Campos et al. (2008) em sua revisão, indicam os compostos antioxidantes 
relacionados abaixo: 
3.4.1. Vitamina C 
O termo vitamina C é uma denominação genérica para todos os compostos que 
apresentam atividade biológica do ácido ascórbico. Dentre eles, o ácido ascórbico é o 
mais largamente encontrado nos alimentos e possui maior poder antioxidante (Stahl e 
Sies,1997). É amplamente encontrada em frutas e vegetais na forma de ácido ascórbico 
ou na forma oxidada, ácido dehidroascórbico. 
  
3.4.2. Vitamina E 
A vitamina E é uma substância lipossolúvel e existente na natureza como 
tocoferóis e tocotrienóis, em quatro formas diferentes (α, β, γ e δ), sendo o α-tocoferol a 
forma antioxidante mais ativa e amplamente distribuída nos tecidos e no plasma 
(Niki,1996).  O Institute of Medicine, USA, revisou a atividade biológica desses compostos 
e concluiu que apenas ao α-tocoferol pode ser atribuída atividade vitamínica (United State 
National Academy of Sciences, 2000).  
3.4.3. Carotenóides 
Os carotenóides são corantes naturais presentes nas frutas e vegetais (cenouras, 
tomates, espinafre, laranjas, pêssegos, entre outros). São compostos lipofílicos e podem 
ser divididos em dois grupos: os carotenos, que são hidrocarbonetos, cíclicos ou não, e as 
xantofilas, que são derivados oxigenados (Britton, 1992). Dos cerca de 600 carotenóides 
identificados, somente alguns são encontrados em tecidos humanos, dentre eles estão o 
licopeno e β-caroteno, e as xantofilas, luteína e zeaxantina. Alguns carotenóides, como α 
e β-caroteno e β-criptoxantina, podem ser convertidos a vitamina A após sua ingestão, 
exercendo papel importante nos processos de visão, diferenciação celular e imunidade 
(Olson, 1991).  
 





3.4.4. Compostos fenólicos 
Os compostos fenólicos são um grupo estruturalmente diverso de metabólitos 
secundários (Harborne, 2003; Naczk e Shahidi, 2004), que incluem diferentes categorias, 
como fenóis simples, ácidos fenólicos (derivados de ácidos benzóico e cinâmico), 
cumarinas, flavonóides, estilbenos, taninos condensados e hidrolisáveis, lignanas e 
ligninas (Sousa et al., 2007). 
Caracterizam-se pela presença de pelo menos um grupo hidroxila ligado 
diretamente a um anel aromático. A maior parte dos compostos fenólicos não é 
encontrada na natureza no estado livre, mas sob a forma de ésteres ou de heterosídeos, 
sendo portanto, solúveis em água e em solventes orgânicos polares (Carpes, 2008).  
Os flavonóides formam o grupo de maior importância dentre os compostos 
fenólicos, com cerca de 4000 compostos identificados (Hollman e Katan, 1999) que ainda 
podem ser subdivididos em sub-classes, como: antocianidinas, flavonóis, catequinas e 
isoflavonas. Os flavonóides podem ser encontrados amplamente em vegetais, com 
grande variação em seu conteúdo total e distribuição qualitativa (Chu et al., 2000). 
Entre as possíveis ações dos flavonóides no organismo humano destacam-se a 
inibição da proliferação de células cancerígenas e efeitos antiinflamatórios e 
antiateroscleróticos. Agem como seqüestrantes de ânions superóxido e outros compostos 
reativos, formando compostos menos reativos (Nijveldt, 2001). 
A capacidade antioxidante destes compostos é dependente do número e da 
posição dos grupos hidroxilas e sua conjugação, reduzindo radicais livres reativos, como 
o oxigênio “singlet” ou decompondo peróxidos e produzindo o radical fenoxila, menos 
reativo; assim como da presença de elétrons doadores no anel estrutural (Miller, 1997). 
Eles podem agir tanto na fase lipídica como em fase aquosa (Nijveldt, 2001). 
Os polifenóis são substâncias fenólicas solúveis em água que apresentam 
habilidade de formar complexos insolúveis em água com alcalóides, gelatina e outras 






Várias fontes de antioxidantes naturais são conhecidas e algumas são 
amplamente encontradas no reino vegetal. Diversos extratos de ervas como alecrim 





(Ramalho, 2005), coentro (Melo et al., 2003), sálvia (Lu e Foo, 2001), tomilho, manjericão 
(Lee et al., 2005) e erva-mate (Furlong et al., 2003) têm sido estudados devido ao poder 
antioxidante.  
As hortaliças são fontes importantes de diversos compostos antioxidantes como 
vitamina C, compostos fenólicos, vitamina E e carotenóides. Esta é uma das razões pelas 
quais o consumo de frutas e hortaliças vem sendo continuamente incentivado. As 
hortaliças folhosas verdes escuras, seguidas das cenouras e abóboras, são as principais 
fontes alimentares de carotenóides (Rodrigués-Amaya, 1997). O azeite extra-virgem (Galli 
e Visioli, 1999) e alguns tipos de pimentas (Bandyopadhyay, Narayan e Variyar, 1990; 
Pradhan et al., 1999) também possuem capacidade antioxidante; assim como o chimarrão 
(bebida produzida através da erva-mate) (Meinhart et al., 2010). 
Quanto aos polifenóis, as principais fontes são as frutas e bebidas (sucos de 
frutas, vinho, chá, café, chocolate e cerveja) verduras, legumes e cereais (Freitas, 2006).  
Os polifenóis da cerveja são essencialmente provenientes da casca de cevada 
malteada e do lúpulo. Também aparecem compostos mais complexos como os taninos, 
sendo os mais importantes as proantocianidinas de diversos graus de polimerização 
(Gonzáles San José, Muniz Rodrigues e Vall Bellés, 2001; Heim, Tagliaferro e Bobilya, 
2002).  
 
4. Qualidade da cerveja 
 
O sabor da cerveja é o resultado de uma interação complexa entre centenas de 
compostos químicos e os receptores humanos de gosto e aroma. Entretanto, alguns 
compostos promovem muitas reações químicas durante o armazenamento da bebida, 
tendo por consequência uma diminuição de notas frescas.  
Esta falta de estabilidade do sabor é uma das grandes preocupações dos 
fabricantes de cerveja, já que é fundamental que uma cerveja comercial seja consistente 
e satisfaça as expectativas do consumidor a cada consumo, sem sabor de envelhecido. 
Assim, tem sido objeto de forte investigação a procura por identificar os compostos que 
são preponderantes na estabilidade organoléptica da cerveja e os compostos que 
resultam do processo de envelhecimento responsáveis pelas alterações organolépticas 
detectadas na cerveja envelhecida (Santos, 2002, Saison et al., 2009). 
Como resultado desse esforço de investigação já foram caracterizados vários 
fatores associados à fabricação e armazenamento da cerveja que influenciam de forma 





notória a qualidade e estabilidade deste produto (Santos, 2002). Neste contexto, surgem 
como exemplos de fatores relevantes a seleção adequada de matérias primas (Bamforth, 
2000; Drost, 1990) e o controle sobre o nível de oxigênio presente durante a fabricação e 
envelhecimento da cerveja (Bamforth, 2000; Meilgaard, 1970). Vários estudos têm 
apontado o oxigênio como sendo o principal agente responsável pela degradação das 
características organolépticas da cerveja assim como as condições de seu 
armazenamento (Hill, 1999). O condicionamento da cerveja a temperaturas baixas atrasa 
todos os fenômenos associados ao seu envelhecimento, e a proteção da cerveja da luz 
natural evita a ocorrência de fenômenos de foto-oxidação, associados ao 
desenvolvimento de aromas / gostos desagradáveis.  
O conjunto de transformações organolépticas que ocorrem ao longo do 
envelhecimento da cerveja está inevitavelmente associado a alterações da concentração 
de compostos que influem sobre o sabor / aroma da cerveja. O desenvolvimento de novas 
técnicas e novos métodos de análise tem contribuído para a identificação destes 
compostos (Scherer et al., 2009) e dos equilíbrios em que participam (Santos, 2002). 
 
4.1. Sabor envelhecido x trans-2-nonenal 
 
Os índices excessivos de ar e/ou as altas temperaturas e os tempos durante a 
pasteurização podem conduzir ao gosto de pasteurizado. A cerveja exposta à luz adquire 
um sabor desagradável. Em algum momento (semanas) após o processo de 
pasteurização, o gosto da oxidação aparece, e a seguir, surge o sabor de “velho” e 
papelão (Drost et al., 1990; Santos et al., 2003).  Atualmente, o gosto da pasteurização e 
da oxidação é raramente percebido por efeito de técnicas de enchimento e pasteurização 
melhoradas, entretanto, os fenômenos dos sabores de papelão e “velho” podem ser 
encontrados (Drost et al., 1990).  
Para o sabor de papelão característico na cerveja envelhecida, os mecanismos de 
produção ainda não são esclarecidos. Este “off-flavor” foi citado primeiramente nos anos 
50, especialmente nos Estados Unidos por Hamburguer (Burger, Glenister e Becker, 
1954) e nos Países Baixos, e é detectado principalmente em cervejas do tipo “Lager”. 
Este tipo de cerveja é produzido a partir de maltes mais claros, e, frequentemente, 
utilizando adjuntos. Embora estas cervejas tenham um bom caimento e um sabor 
delicado, são mais suscetíveis aos “off-flavors” (Meilgaard, 1975).   





Alguns aldeídos, em determinadas concentrações, podem gerar sabor agradável, 
entretanto altos níveis são responsáveis pelo desenvolvimento de sabor oxidado. 
(Yasuara, Kawada e Shibamoto, 1998). A liberação ou formação de compostos 
carbonílicos em cerveja já envasada, especialmente os compostos contendo 7 a 10 
átomos de carbono (com baixo limiar de detecção), contribui para o sabor de envelhecido. 
Outros termos de descrição do sabor oxidado ou “velho” são: papelão, couro, bolor, 
deteriorado e agressivo (Mattos, 2007).  
Neste contexto, um dos compostos mais citados com o aumento da concentração 
devido à oxidação da cerveja é o trans-2-nonenal (Figura 7) (Meilgaard, 1975; Liegeois et 
al., 2002; Santos et al., 2003, Saison et al., 2009), que pode fazer-se notar logo a partir do 
primeiro mês de envelhecimento da bebida.  
A identificação do aldeído trans-2-nonenal na cerveja surgiu em 1970 por 
Jamieson e Van Gheluwe. Estes investigadores foram os primeiros a correlacionar o 
aroma e sabor a papel-cartão que ocorre em cerveja envelhecida, com a presença deste 
aldeído. Em 1974, Wang e Siebert demonstraram que não é necessária a participação 
sinergética do outros compostos para, juntamente com o aldeído trans-2-nonenal, se 
sentir o sabor a papel-cartão. Segundo estes mesmos autores, uma concentração deste 
aldeído compreendida entre 0,05 ppb e 0,1 ppb é suficiente para fazer sobressair este 
sabor característico. Para concentrações próximas de 0,2 ppb são perceptíveis notas 
desagradáveis a papel, papel moído e cartão, e para concentrações ainda mais elevadas 




Figura 7: Estrutura química do Trans-2-nonenal (software Class 5000) 
 
Os principais mecanismos contribuintes responsáveis pela geração do trans-2-
nonenal são as oxidações enzimáticas e não enzimáticas dos lipídios (Drost et al., 1990). 
Guyot-Declerck et al. (2005) colocam que o teor de trans-2-nonenal, metional e 
dimetil-sulfeto aumentam conforme a cerveja envelhece, além de ter boa correlação com 
a análise sensorial descritiva feita por provadores treinados. O pH da cerveja, que 
normalmente se encontra em torno de 4,0 ou 4,5 tem influência sobre a formação do 
trans-2-nonenal durante o envelhecimento (Guyot-Declerck et al., 2005). 






4.2. Vias de produção do trans-2-nonenal 
 
Segundo Mattos (2007), as vias em que o trans-2-nonenal é produzido não são 
ainda muito claras. Alguns autores mencionam que ele é formado com constituintes da 
cerveja como o SO2 (Nyborg, Outtrup e Dreyer, 1999 e Gracey et al., 1984) e aminoácidos 
(Lermusieau, 1999). A presença de dióxido de enxofre em cerveja é um fator com alta 
influência no sabor de envelhecimento. Sabe-se que sua concentração gradualmente 
decresce durante a estocagem, e isto ocorre porque o dióxido de enxofre protege a 
cerveja contra a oxidação, além disso, tem outro papel importante na bebida que é formar 
adutos com compostos carbonílicos, aumentando seu “threshold” (Santos et al., 2003). 
Outros autores apontam que o crescimento do teor de trans-2-nonenal deve ser 
essencialmente através de sua formação pelos precursores. Neste contexto, muitas 
hipóteses podem ser encontradas na literatura: degradação de Strecker (Walters, 1997), 
degradação oxidativa de iso-humulonas (Hashimoto e Eshima, 1977), oxidação de ácidos 
graxos (Drost et al., 1990 e Bamforth, 2000) ou condensação aldólica (Wackerbauer e 
Hardt, 1997). Bamforth (2000), Narziss (1986) e Hashimoto (1981) colocam os compostos 
carbonílicos como provenientes de algumas das reações químicas citadas e da 
degradação de iso-alfa-ácidos, oxidação de álcoois superiores intermediada por 
melanoidinas e degradação enzimática de lipídios. Bamforth (2000) mostrou que a 
ocorrência mínima dessas reações é suficiente para a formação de baixíssimas 
quantidades desses compostos carbonílicos, já acima de seus limiares de detecção, 
alterando o sabor da cerveja. 
Kaneda et al. (1988; 1990) e Uchida et al. (1996), evidenciaram a presença de 
radicais livres no processo de oxidação da cerveja. Kaneda et al. (1999) propuseram uma 
seqüência de reações para a oxidação da cerveja durante a estocagem (Figura 8). 
Inicialmente o oxigênio triplete (3O2) seria convertido pela ação da luz, calor ou catálise 
por metais, em oxigênio singlete (1O2), peróxido de hidrogênio (H2O2) ou radicais 
superóxido (O2
-) ou hidroperóxido (●OOH), que são as chamadas "espécies reativas de 
oxigênio" (ERO). Em reações catalisadas por metais como ferro (Reações de Fenton) e 
cobre (Reações de Haber-Weiss) o H2O2 e o O2 
- são transformados em radicais hidroxila 
(●OH), que é uma ERO ainda mais reativa. São esses radicais que reagem com os 
componentes da cerveja, como polifenóis, álcoois, ácidos graxos, açúcares e iso-
humulonas levando à formação das carbonilas responsáveis pelo sabor oxidado. Os 





radicais fornecem energia química para as reações químicas de formação dos compostos 
carbonílicos (Mattos, 2007). 
 
Figura 8: Esquema da formação dos radicais livres responsáveis pelas reações de 
oxidação dos compostos da cerveja (Kaneda et al., 1999). 
 
Os danos causados ao sabor da cerveja pela formação destes compostos nas 
fases do processo de produção anteriores ao envasamento, apesar de citados como 
importantes por alguns autores (Narziss et al., 1986 e 1993; Drost et al., 1990; Maeda, 
1999; Nöel et al., 1999; Liegeois, 1999), são considerados desprezíveis se comparados 
aos danos causados pela formação dos mesmos durante a estocagem (Figura 9) 
(Bamforth, 2000 e 2004; Meilgaard, 2001). Isso se deve à ação redutora da levedura e à 
produção de SO2 durante a fermentação.  
 






Figura 9: Diagrama esquemático ilustrativo da formação de aldeídos durante a fabricação 
e envelhecimento da cerveja (Walters, 1997). DS: Degradação de Strecker e CA: 
Condensação Aldólica. 
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Os folatos são um importante grupo de vitaminas hidrossolúveis do complexo B. Sua 
presença é necessária para a síntese de DNA e RNA e metilação da homocisteína em 
metionina, e sua deficiência está ligada ao aumento do risco de defeitos do tubo neural 
em fetos, desenvolvimento de anemia megaloblástica e doenças cardiovasculares. Este 
estudo teve como objetivo validar um método capaz de analisar cinco diferentes formas 
de folatos, ácido fólico, 10-metil-ácido fólico, 5-metiltetraidrofolato, 5-formiltetraidrofolato e 
10-formil-ácido fólico, em cervejas brasileiras, além de seu consumo no país ser bastante 
elevado. Para a análise, a cerveja foi diretamente injetada no cromatógrafo líquido de alta 
eficiência. No processo de separação utilizou-se coluna C18, sendo a eluição dos analitos 
realizada por gradiente de fase móvel ácido acético 2,0% (pH 2,8) com acetonitrila na 
vazão de 0,5 mL/min. A detecção foi realizada com o detector de arranjo de diodos a 
290nm para detecção do ácido fólico e do 10-metil-ácido fólico; e detector de 
fluorescência a λexc. 290nm e λemis. 360nm na detecção do 5-metiltetraidrofolato e 5-
formiltetraidrofolato; e a λexc. 290nm e λemis. 445nm para o 10-formil-ácido fólico. Os 
parâmetros avaliados e validados foram linearidade, limites de detecção e quantificação, 
precisão e exatidão. Os coeficientes de correlação encontrados variaram de 0,9970 a 
0,9999 e os limites de detecção de 0,07 a 2,42 µg/100mL, enquanto que os limites de 
quantificação estiveram entre 0,22 e 8,07 µg/100mL. Na avaliação de repetibilidade 
destes folatos foram obtidos CV entre 0,75 e 5,01% e para precisão intermediária o CV 
variou de 1,20 a 9,99%. Os ensaios de recuperação nos níveis avaliados estiveram entre 
92 e 107%. Os folatos encontrados nas matrizes de cerveja foram o 10-formil-ácido fólico, 
o 5-metiltetraidrofolato e o 10-formil-ácido fólico e apresentaram concentração total 
variando de 18,26 a 23,99 µg/100mL. Os resultados da validação realizada para o método 
proposto demonstram que o mesmo é bastante eficiente na determinação dos folatos 
livres em cervejas. 
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Folates are an important group of water-soluble vitamins of B complex. Their presence is 
necessary for DNA and RNA synthesis and metilation of homocistein in methionine, and 
their deficiency increases the risk of neural tube defects in embryos and of development of 
megaloblastic anemia. This study had as objective to validate a method capable to 
analyze five different folates forms: folic acid, 10-methyl-folic acid, 5-
methyltetrahydrofolate, 5-formyltetrahydrofolate and 10-formyl-folic; in beers, moreover the 
fact that beer consumption in Brazil is very high. The beer is directly injected in the high 
performance liquid chromatograph, using a C18 reverse phase column. The analites 
elution was carried out by mobile phase gradient 2.0% acid acetic (pH 2.8) with acetonitrile 
by 0.5 mL/min flow. The folates detection was done with the diodes array detector in 
290nm for detection of folic acid and 10-methyl-folic acid, and with fluorescence detector, 
in 290nm λexc. and 360nm λemis. for 5-methyltetrahydrofolate and 5-
formyltetrahydrofolate detection; and 290nm λexc. and 445nm λemis. for 10-formyl-folic. 
The evaluated and validated parameters were linearity, limits of detection and 
quantification, precision and accuracy. The correlation coefficients varied from 0.9970 to 
0.9999 and the detection limits from 0.07 to 2.42 µg/100mL, whereas the quantification 
limits had been between 0.22 and 8.07 µg/100mL. In the repeatability evaluation of these 
folates, the percentage of variation had been between 0.75 and 5.01% and for 
intermediate precision the percentage of variation was from 1.20 to 9.99%. The recovery 
assays in the evaluated levels resulted between 92 and 107%. The folates found in beer 
matrices were 10-methyl-folic acid, 5-methyltetrahydrofolate and 10-formyl-folic, and the 
total levels were between 18.26 and 23.99 µg/100mL. The results of validation for the 
considered method demonstrate that it was very efficient for free folates determination in 
beers.  
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1. Introdução  
O interesse pelos folatos, vitaminas do complexo B, tem crescido nos últimos anos 
com as descobertas relacionadas às suas funções nos vários processos metabólicos no 
organismo humano. Agem sobre a homocisteína, transformando-a em metionina, 
ajudando a evitar problemas cardíacos (Moat, Lang e McDowell, 2004); são essenciais na 
prevenção e redução significativa do risco de malformação do tubo neural na gestação 
(Locksmith e Duff, 1998; Daly et al., 1997; Duff e Cooper; 1994; Werler, et al., 1993; Kirke 
et al., 1992; Czeizel e Dudas, 1992; Milunsky et al., 1989); podem reduzir algumas 
doenças degenerativas como o mal de Alzheimer e o mal de Parkinson (Scott, Rébeille e 
Fletcher, 2000), e ainda prevenir doenças crônicas como depressão, e alguns tipos de 
câncer, como mama e cólon (Lucock, 2003; Alpert et al., 2000; Jacques et al., 1999; 
Eskes, 1997) e evitar a anemia megaloblástica (Asok, 2005). Assim, são fundamentais 
para o crescimento correto e para o funcionamento ótimo do sistema nervoso e da medula 
óssea (Dang, Arcot e Shrestha, 2000). 
São encontrados em uma grande variedade de alimentos, e algumas técnicas no 
processamento podem aumentar suas concentrações, como os bioprocessos, incluindo 
fermentação. Entre os produtos de fermentação, a cerveja se destaca pela sua 
popularidade e consumo, sendo genericamente definida como uma bebida carbonatada 
de baixo teor alcoólico, preparada a partir do malte, “cevada germinada”, lúpulo, fermento 
e água de boa qualidade (Rodrigues, 2000).  
Para realizar a determinação de folatos, podem ser aplicados métodos biológicos, 
químicos, microbiológicos, imunológicos ou físicos.  Os métodos biológicos são caros e 
bastante demorados, além de possuir baixa repetibilidade; o método imunológico sofre 
interferência de diversos tipos de substâncias e a técnica microbiológica é mais precisa e 
reprodutível quando comparada aos métodos biológicos e químicos (Rader et al., 1998), 
porém não permite a determinação simultânea de diferentes tipos de folatos (Finglas et 
al., 1999). Uma das técnicas mais empregadas para esta determinação é a Cromatografia 
Líquida de Alta Eficiência (CLAE), método físico, devido à possibilidade de se determinar 
as diferentes formas de folatos ativos, em uma única análise (Konings, 1999; Catharino, 
2004). É um método sensível e exato, além de fornecer a melhor resolução na separação 
das diversas formas bioativas presentes nos alimentos, sendo a mais usada das técnicas 
analíticas (Agostino; 1996). 
Os folatos têm absorção ultravioleta máxima que varia conforme o pH do tampão 
no qual estão inseridos (Eitenmiller e Landen, 1999; Temple Jr e Montgomery, 1984). 





Alguns folatos têm a propriedade de fluorescer, permitindo a utilização do detector de 
fluorescência para o processo analítico, que é muito mais seletivo (Gregory et al., 1984). 
O 5-metiltetraidrofolato, e o 5-formiltetraidrofolato apresentam comprimentos de onda 
máximos similares, sendo cerca de 295-300 nm (excitação) e 356-360 nm (emissão) 
(Gounelle et al., 1989; Gregory et al., 1984). A fluorescência natural do 5-
metiltetraidrofolato e do 5-formiltetraidrofolato tem a proporção de 10:1 (Gounelle et al., 
1989).  
Quando um método de análise de um determinado composto é definido, este 
método deve ser validado de modo a garantir que os resultados obtidos sejam confiáveis. 
A matriz a ser analisada pode ser bastante complexa, como é o caso de alimentos, 
dificultando as analises e requerendo também uma validação específica do analito em seu 
meio.  
A ISO 9000 (International Organization for Standardization) define validação como 
comprovação, através do fornecimento de evidência objetiva, de que os requisitos para 
uma aplicação ou uso específicos pretendidos foram atendidos (DOQ-CGCRE-008, 
2003). Neste contexto é fundamental que os laboratórios disponham de meios e critérios 
objetivos para demonstrar, através da validação, que os métodos de ensaio que executam 
conduzem a resultados seguros e adequados à qualidade pretendida. Se um método 
existente for modificado para atender aos requisitos específicos, o laboratório deve se 
assegurar de que as características de desempenho do método atendam aos requisitos 
para as operações analíticas pretendidas (DOQ-CGCRE-008, 2003). 
O objetivo deste trabalho foi validar uma metodologia para a determinação dos 
folatos livres em cervejas tipo Pilsen com álcool e sem álcool, bem como da cerveja tipo 
Malzbier na tentativa de estabelecer e aperfeiçoar um método para a determinação 
simultânea dos principais folatos (em sua forma livre) presentes em cervejas. 
 
 




As cervejas tipo Pilsen, Pilsen sem álcool e tipo Malzbier, foram adquiridas nos 
supermercados da região de Campinas. As amostras foram degaseificadas através do 
sistema de ultrasson por 10 minutos, filtradas e injetadas diretamente no cromatógrafo. 





Os padrões foram diluídos em tampão acetato 0,05 mol/L. Injetou-se no cromatógrafo 20 
µL tanto das soluções de padrões como das amostras.  
Os padrões de ácido fólico, 5-metil-5,6,7,8-tetraidrofolato de cálcio (5-
metiltetraidrofolato), 10-metil ácido-fólico, 5-formil-5,6,7,8-tetraidrofolato de cálcio (5-
formiltetraidrofolato ) e 10- formil-ácido-fólico foram adquiridos do Laboratório Dr. Schircks 
(Jona, Suíça). A acetonitrila grau cromatográfico e o ácido acético da foram adquiridos da 
Merck, Brasil. O hidróxido de potássio e o acetato de amônio ACS, grau analítico da 
Synth. A água utilizada no preparo dos padrões e da fase móvel foi purificada no sistema 
Milli-Q (Millipore). As fases móveis e amostras foram filtradas em filtros Millipore (HAWP e 
HVLP 04700 Millipore), com poros de 0,45 µm de diâmetro.   
 
2.2. Equipamento e metodologia 
 
A metodologia utilizada neste trabalho foi baseada no método para separação e 
detecção de folatos desenvolvido e validado por Catharino et al. (2006). Utilizou-se um 
cromatógrafo a líquido HEWLETT PACKARD (HP) série 1100 (Agilent), com 
degaseificador, bomba quaternária, injetor automático com ajuste até 100 µL e equipado 
com detector de arranjo de diodos (DAD) UV-visível e de fluorescência, dispostos em 
sequência. O sistema foi controlado pelo software HP-Chemstation, que permitiu melhor 
tratamento dos dados. A coluna Vydac, fase reversa, com poro de 300A, dp 5 µm, 150 X 
3,2 mm d.i. foi utilizada para o processo cromatográfico.  
A fase móvel utilizada para a separação dos folatos foi uma solução aquosa de 
ácido acético glacial 2,0%, com pH ajustado para 2,8 com KOH, a uma vazão de 0,5 
mL/min. A identificação foi feita através dos tempos de retenção, espectros de absorção e 
co-cromatografia quando necessário.  
Os analitos foram separados em sistema de eluição por gradiente, iniciando com 
100% de solução aquosa de ácido acético, chegando em 18 minutos a 96% de solução de 
ácido acético e 4% de acetonitrila, seguindo de 18 a 25 minutos um novo gradiente, 
finalizando a corrida com 70% de solução de ácido acético e 30% de acetonitrila em 25 
minutos. As condições iniciais foram retomadas e a coluna re-equilibrada durante 15 
minutos, antes da próxima injeção. 
A detecção foi feita com o detector de arranjo de diodos ajustado para 290nm para 
detecção do ácido fólico e do 10-metil-ácido fólico; e o detector de fluorescência ajustado 
para λexc. 290nm e λemis. 360nm na detecção de 5-metiltetraidrofolato e 5-





formiltetraidrofolato; e em λexc. 290nm e λemis. 445nm para o 10-formil-ácido fólico. A 
quantificação foi realizada por curvas de padronização externas com mínimo de 5 pontos 
para cada folato. As curvas de calibração também foram utilizadas na avaliação da faixa 
de linearidade. Todas as análises foram realizadas em triplicata. 
 
2.3 Validação do Método 
2.3.1. Curvas de Calibração 
A linearidade corresponde à capacidade do método em fornecer resultados 
diretamente proporcionais à concentração do composto analisado, dentro de uma 
determinada faixa de aplicação (Swartz e Krull, 1998). A ANVISA (ANVISA, 2003) 
recomenda um coeficiente de correlação igual ou superior a 0,99.  
As curvas de calibração para cada folato analisado (ácido fólico, 5-
metiltetraidrofolato, 5-formiltetraidrofolato, 10-formil-ácido fólico e 10-metil-ácido fólico) 
com mínimo de 5 pontos, foram preparadas através de diluições de uma solução 
concentrada dos padrões. 
Soluções padrões foram preparadas e a variação de concentração foi de 5,0 a 
50,0 µg/100mL para ácido fólico, entre 1,25 e 40,0 µg/100mL para 5-metiltetraidrofolato, 
de 2,0 a 40,0 µg/100mL para 5-formiltetraidrofolato, de 0,23 a 15,0 µg/100mL para 10-
formil-ácido fólico e entre 0,31 e 10,0 µg/100mL para 10-metil-ácido fólico. 
2.3.2. Limites de detecção e quantificação 
Para determinação do limite detecção, foram realizadas diluições sucessivas dos 
folatos (ácido fólico, 5-metiltetraidrofolato, 5-formiltetraidrofolato, 10-formil-ácido fólico e 
10-metil-ácido fólico) em concentrações conhecidas, até que se obtivesse um sinal como 
sendo três vezes o valor da amplitude do ruído do equipamento (sinal/ruído ≥ 3), o valor 
da concentração de cada folato correspondente a estes sinais foram considerados como 
menor quantidade detectável. 
Para o limite de quantificação considerou-se o valor da concentração de cada 
folato correspondente a dez vezes o valor da amplitude do ruído do equipamento (Ribani 
et al., 2004). 






A avaliação da precisão foi realizada através da precisão intermediária e da 
repetibilidade do método para os folatos encontrados nas matrizes reais, não enriquecidas 
com padrões (5-metiltetraidrofolato, 10-formil-ácido fólico e 10-metil-ácido fólico). 
Para avaliação da precisão intermediária foram realizadas determinações de três 
níveis de concentração (nível encontrado na matriz, nível de adição 1 e nível de adição 2), 
em três determinações consecutivas, realizadas por três diferentes dias. Para a análise da 
repetibilidade foram realizadas 10 determinações consecutivas de três diferentes níveis 
de cada folato.  
Para a cerveja tipo Pilsen adicionou-se padrões no nível 1 e no nível 2, 
respectivamente, 2,0 e 4,2 µg/100mL de 10-metil-ácido fólico; 2,0 e 3,7 µg/100mL de 5-
metiltetraidrofolato e 2,1 e 4,3 µg/100mL de 10-formil-ácido fólico.  
Foram adicionados respectivamente no nível 1 e no nível 2, 2,6 e 5,0 µg/100mL de 
10-metil-ácido fólico; 1,7 e 19,0µg/100mL de 5-metiltetraidrofolato e 1,2 e 2,6 µg/100mL 
de 10-formil-ácido fólico para a cerveja sem álcool, e para a cerveja Malzbier no nível 1 e 
no nível 2, respectivamente, de 3,0 e 4,0 µg/100mL de 10-metil-ácido fólico; 3,4 e 8,5 
µg/100mL de 5-metiltetraidrofolato e 1,7 e 3,1 µg/100mL de 10-formil-ácido fólico.  
2.3.4. Exatidão 
Para a exatidão do método (Rodriguez et al., 1995; Ribani et al., 2004), realizaram-
se testes de recuperação dos padrões adicionados dos folatos encontrados nas matrizes. 
Para essa determinação, analisou-se inicialmente, o teor dos folatos naturalmente 
presentes em uma matriz de cerveja com diluição 1:1 em tampão acetato, através de 10 
análises.  
Posteriormente, adicionou-se padrões (com proporção 1:1 em relação à cerveja) 
no nível 1 e no nível 2, respectivamente, 2,0 e 4,2 µg/100mL de 10-metil-ácido fólico; 2,0 
e 3,7 µg/100mL de 5-metiltetraidrofolato e 2,1 e 4,3 µg/100mL de 10-formil-ácido fólico 
para a cerveja tipo Pilsen;  2,6 e 5,0 µg/100mL de 10-metil-ácido fólico; 1,7 e 
19,0µg/100mL de 5-metiltetraidrofolato e 1,2 e 2,6 µg/100mL de 10-formil-ácido fólico para 
a cerveja tipo Pilsen sem álcool; e 3,0 e 4,0 µg/100mL de 10-metil-ácido fólico; 3,4 e 8,5 
µg/100mL de 5-metiltetraidrofolato e 1,7 e 3,1 µg/100mL de 10-formil-ácido fólico para a 
cerveja tipo Malzbier; calculando-se a recuperação de acordo com Rodriguez et al. 
(1995), através da seguinte equação: 





Recuperação = (Concentração encontrada – Concentração amostra)  x 100% 
                                                 Concentração adicionada 
 
3. Resultados e Discussão 
 
3.1. Separação dos folatos  
 
As diferenças de protonação e polaridade das diferentes formas de folatos 
determinam a ordem de eluição no sistema utilizado (fase móvel com pH = 2,8), conforme 
já discutido por Patring (2007).  
Para os folatos analisados, os tempos de retenção encontrados foram 22,7 
minutos para o ácido fólico e 24,2 minutos para o 10-metil-ácido fólico em DAD a 290 nm; 
11,3 minutos para o 5-metiltetraidrofolato e 19,5 minutos para o 5-formiltetraidrofolato em 
detector de fluorescência com λexc. 290nm e λemis. 360nm; e 18,1 minutos para o 10-
formil-ácido fólico com λexc. 290nm e λemis. 445nm. Na Figura 1 e 2 estão apresentados 
os cromatogramas obtidos com a mistura de padrões (Figura 1) e as cervejas analisadas 
(Figura 2). Foram detectados nas amostras somente o 10-metil-ácido fólico, o 5-
metiltetraidrofolato e o 10-formil-ácido fólico. Os níveis totais de folatos encontrados foram 














Figura 1: Perfil cromatográfico obtido através do método validado para os padrões de 
folatos analisados. Os picos identificados são acido fólico (1), 10-metil-ácido fólico (2), 5-

















































Figura 2: Perfil cromatográfico obtido através do método validado para a cerveja Pilsen 
(B), Pilsen sem álcool (C) e Malzbier (D). Os picos identificados são o 10-metil-ácido fólico 

















3.2. Curvas de Calibração 
 
Cada ponto das curvas de calibração para os folatos foi realizado em triplicata. 
Foram encontradas boas linearidades para as faixas avaliadas. Para o ácido fólico R2 
=0,9970 para o 5-metiltetraidrofolato R2 =0,9988, para o 5-formiltetraidrofolato R2 =0,9978, 
para o 10-formil-ácido fólico R2 = 0,9999 e para o 10-metil-ácido fólico R2 = 0,9998. 
Um coeficiente de correlação maior que 0,9990 é considerado como evidência de 
um ajuste ideal dos dados para a linha de regressão (Shabir, 2003). Silva et al. (2009) em 
seu trabalho obtiveram coeficientes de determinação variando entre 0,9761 e 0,9931, 




Os limites de detecção e quantificação para os folatos avaliados foram, 
respectivamente, 2,42 e 8,07 µg/100mL para o ácido fólico, 0,08 e 0,26 µg/100mL para o 
10-metil-ácido fólico; 0,25 e 0,83 µg/100mL de 5-metiltetraidrofolato, 0,07 e 0,22 
µg/100mL de 10-formil-ácido fólico e 0,90 e 3,0 µg/100mL de 5-formiltetraidrofolato. Os 
valores obtidos para limite de detecção são similares aos encontrados por Silva et al. 
(2009), iguais a 0,2 µg/100mL para o 5-metiltetraidrofolato, e 2,8 µg/ 100mL para o 5-
formiltetraidrofolato. Catharino et al. (2006) obtiveram limites de até 0,5 µg/100mL para 





Para a análise da precisão, em métodos de análise de traços ou impurezas, são 
aceitos CV de até 20%, dependendo da complexidade da amostra (Huber, 1998). Os 
CV% obtidos para todas as amostras variaram de 0,75 a 6,45%. 
Os resultados da avaliação de repetibilidade dos folatos encontrados nas matrizes 




























4,25 4,76 4,58 
4,20 4,79 4,60 
4,20 4,81 4,60 
4,55 5,28 4,68 
4,77 5,51 4,74 
4,69 5,20 4,64 
4,82 4,96 4,73 
4,64 5,24 4,78 












6,40 6,86 6,63 
6,51 7,13 6,71 
6,32 6,93 6,46 
6,37 6,72 6,67 
6,28 7,20 6,59 
6,41 6,84 6,73 
6,38 7,00 6,50 
6,35 6,88 6,57 











8,97 9,06 9,25 
8,94 8,93 9,09 
8,94 9,08 9,15 
8,76 9,11 9,05 
8,84 9,09 8,99 
8,79 8,90 9,05 
8,91 8,98 8,99 
8,85 8,91 8,94 







































4,95 8,75 2,63 
4,64 8,77 2,57 
4,90 8,64 2,65 
4,78 8,87 2,78 
4,71 8,61 2,68 
4,64 8,74 2,74 
4,74 8,67 2,63 
4,81 8,71 2,98 














7,49 10,06 3,77 
7,23 10,48 3,79 
7,33 10,05 3,81 
7,19 9,92 3,85 
7,22 10,03 3,87 
7,28 10,47 3,83 
7,08 10,33 3,86 
7,23 11,22 3,91 













9,64 29,06 5,37 
9,88 29,20 5,43 
9,63 30,12 5,06 
9,82 30,42 5,41 
9,99 30,22 5,48 
9,99 29,73 5,49 
9,93 28,84 5,48 







































3,65 6,96 3,88 
3,81 6,93 4,09 
3,77 6,85 4,29 
3,65 6,72 4,00 
4,00 6,41 3,91 
3,99 5,85 3,83 
3,83 6,30 3,95 
3,68 5,99 3,98 














6,38 9,77 5,61 
6,63 9,79 5,69 
7,29 9,74 5,37 
6,96 9,70 5,67 
6,38 9,30 5,61 
6,56 9,48 5,49 
6,54 9,69 5,44 
6,51 9,49 5,41 













7,85 14,22 7,18 
8,45 14,47 7,52 
7,80 15,64 7,37 
8,10 15,31 7,25 
7,71 15,50 7,22 
8,33 15,43 7,19 
7,61 15,67 7,22 
7,59 16,58 6,94 












CV%: Coeficiente de variação para as 10 determinações consecutivas de cada folato em 
cada nível 
 
3.4.2. Precisão Intermediária 
Para a precisão intermediária, cada amostra foi aberta e imediatamente 
acondicionada em três embalagens de vidro âmbar sem headspace. Cada recipiente só 
foi aberto novamente no dia da avaliação. O mesmo procedimento foi adotado para as 
soluções-padrão. Nesta avaliação, o maior CV% encontrado foi de 9,99%. 





Os valores obtidos para a precisão intermediária estão apresentados nas Tabelas 
4, 5 e 6. 
 
Tabela 4: Precisão intermediária para os folatos encontrados na cerveja tipo Pilsen. 
Concentração (µg/100mL) de 10-metil-ácido fólico 
 Dia 1 Dia 2 Dia 3 CV%** 
5,57 5,39 5,27 
5,57 5,34 5,22 
5,69 5,26 5,13 
Nível encontrado 
na Matriz 
*5,61 ± 0,07; 1,23% *5,33 ± 0,07; 1,26% *5,21 ± 0,07; 1,42% 
3,80 
5,96 5,89 5,30 
6,11 5,62 5,23 
6,18 5,72 5,14 
Nível de adição 
1 
*6,08 ± 0,11; 1,79 % * 5,75 ± 0,14; 2,45% *5,22 ± 0,08; 1,54% 
7,63 
6,78 6,50 6,14 
6,75 6,51 6,04 
6,98 6,45 6,09 
Nível de adição 
2 
*6,83 ± 0,12; 1,81% *6,49 ± 0,03; 0,43% *6,09 ± 0,05; 0,77% 
5,73 
Concentração (µg/100mL) de 5-metiltetraidrofolato 
 Dia 1 Dia 2 Dia 3 CV%** 
7,35 7,13 6,97 
7,72 7,07 6,89 
7,47 7,07 6,94 
Nível encontrado 
na Matriz 
*7,51 ± 0,19; 2,50% *7,09 ± 0,03; 0,47% *6,93 ± 0,04; 0,62% 
4,15 
15,02 14,83 14,57 
15,24 14,78 14,51 
14,93 14,76 14,44 
Nível de adição 
1 
*15,06 ± 0,16; 1,08% *14,79 ± 0,04; 0,25% *14,50 ± 0,07; 0,45% 
1,87 
24,22 23,62 23,39 
24,00 23,59 23,40 
23,97 23,57 23,38 
Nível de adição 
2 
*24,06 ± 0,14; 0,58% *23,59 ± 0,03; 0,12% *23,39 ± 0,01; 0,04% 
1,46 
Concentração (µg/100mL) de 10-formil-ácido fólico 
 Dia 1 Dia 2 Dia 3 CV%** 
12,26 12,10 11,92 
12,05 12,03 11,89 
12,27 12,00 11,91 
Nível encontrado 
na Matriz 
*12,19 ± 0,13; 1,01% *12,05 ± 0,05; 0,44% *11,90 ± 0,02; 0,14% 
1,20 
14,35 14,01 13,81 
14,27 14,06 13,75 
14,32 13,93 13,74 
Nível de adição 
1 
*14,31 ± 0,04; 0,29% *14,00 ± 0,06; 0,45% *13,77 ± 0,04; 0,29% 
1,96 
16,56 16,53 16,25 
16,90 16,41 16,20 
16,73 16,44 16,22 
Nível de adição 
2 
*16,73 ± 0,17; 1,01% *16,46 ± 0,06; 0,39% *16,22 ± 0,03; 0,15% 
1,53 
*Média dos valores ± estimativa do desvio padrão, %variação entre a triplicata. 
** Coefeciente de variação entre os 3 dias 
 






Tabela 5: Precisão intermediária para os folatos encontrados na cerveja tipo Pilsen 
sem álcool. 
Concentração (µg/100mL) de 10-metil-ácido fólico 
 Dia 1 Dia 2 Dia 3 CV%** 
5,42 5,13 4,50 
5,47 5,07 4,49 
5,49 4,92 4,42 
Nível encontrado 
na Matriz 
*5,46 ± 0,04; 0,74% *5,04 ± 0,10; 2,05% *4,47 ± 0,04; 0,96% 
9,99 
6,51 6,30 5,62 
6,67 6,12 5,51 
6,62 6,15 5,50 
Nível de adição 
1 
*6,59 ± 0,08; 1,23% *6,19 ± 0,09; 1,50% *5,54 ± 0,07; 1,18% 
8,81 
7,54 7,04 6,59 
7,52 7,02 6,63 
7,53 6,98 6,52 
Nível de adição 
2 
*7,53 ± 0,02; 0,18% *7,01 ± 0,03; 0,48% *6,58 ± 0,05; 0,82% 
6,78 
Concentração (µg/100mL) de 5-metiltetraidrofolato 
 Dia 1 Dia 2 Dia 3 CV%** 
5,43 5,09 5,01 
5,50 5,19 5,05 
5,48 5,24 5,00 
Nível encontrado 
na Matriz 
*5,47 ± 0,04; 0,70% *5,18 ± 0,07; 1,41% *5,02 ± 0,02; 0,47% 
4,32 
6,61 6,42 6,33 
6,57 6,43 6,36 
6,61 6,47 6,36 
Nível de adição 
1 
*6,59 ± 0,03; 0,34% *6,44 ± 0,03; 0,42% * 6,35 ± 0,02; 0,33% 
1,92 
10,14 9,92 9,76 




Nível de adição 
2 
*10,15 ± 0,05; 0,46% *9,91 ± 0,03; 0,29% *9,74 ± 0,02; 0,17% 
2,09 
Concentração (µg/100mL) de 10-formil-ácido fólico 
 Dia 1 Dia 2 Dia 3 CV%** 
5,60 5,37 5,14 
5,59 5,35 5,07 
5,49 5,39 5,09 
Nível encontrado 
na Matriz 
*5,56 ± 0,06; 1,14% *5,37 ± 0,02; 0,41% *5,10 ± 0,04; 0,72% 
4,46 
7,49 7,25 6,62 
7,48 7,24 6,67 
7,78 7,19 6,67 
Nível de adição 
1 
*7,58 ± 0,17; 2,27% *7,23 ± 0,04; 0,50% *6,64 ± 0,03; 0,40% 
6,61 
9,98 9,75 9,55 
9,94 9,79 9,51 
10,08 9,82 9,50 
Nível de adição 
2 
*9,99 ± 0,07; 0,72% *9,79 ± 0,03; 0,31% *9,52 ± 0,03; 0,27% 
2,44 
*Média dos valores ± estimativa do desvio padrão, %variação entre a triplicata. 










Tabela 6: Precisão intermediária para os folatos encontrados na cerveja tipo Malzbier. 
Concentração (µg/100mL) de 10-metil-ácido fólico 
 Dia 1 Dia 2 Dia 3 CV%** 
5,53 5,18 5,11 
5,42 5,21 4,79 
5,57 5,26 4,82 
Nível encontrado 
na Matriz 
*5,50 ± 0,08; 1,37% *5,21 ± 0,04; 0,78% *4,91 ± 0,18; 3,61% 
5,71 
7,76 7,20 6,59 
7,69 7,03 6,62 
7,80 7,08 6,60 
Nível de adição 
1 
*7,75 ± 0,05; 0,69% *7,10 ± 0,09; 1,25% *6,60 ± 0,01; 0,20% 
8,05 
8,49 7,81 7,75 
8,32 7,84 7,72 
8,40 7,93 7,67 
Nível de adição 
2 
*8,40 ± 0,09; 1,03% *7,86 ± 0,06; 0,80% *7,71 ± 0,04; 0,53% 
4,55 
Concentração (µg/100mL) de 5-metiltetraidrofolato 
 Dia 1 Dia 2 Dia 3 CV%** 
11,98 11,86 11,64 
11,99 11,84 11,55 
11,97 11,89 11,58 
Nível encontrado 
na Matriz 
*11,98 ± 0,01; 0,06% *11,86 ± 0,03; 0,22% *11,59 ± 0,04; 0,38% 
1,69 
13,10 12,96 12,56 
13,43 12,87 12,58 
12,98 12,90 12,52 
Nível de adição 
1 
*13,17 ± 0,23; 1,78% *12,91 ± 0,05; 0,37% *12,56 ± 0,03; 0,27% 
2,39 
17,37 17,06 16,78 
17,46 17,01 16,79 
17,45 16,99 16,83 
Nível de adição 
2 
*17,42 ± 0,05; 0,29% *17,02 ± 0,04; 0,21% *16,80 ± 0,02; 0,15% 
1,85 
Concentração (µg/100mL) de 10-formil-ácido fólico 
 Dia 1 Dia 2 Dia 3 CV%** 
12,71 12,17 11,94 
12,46 12,15 12,00 
12,50 12,20 11,98 
Nível encontrado 
na Matriz 
*12,56 ± 0,13; 1,04% *12,18 ± 0,02; 0,19% *11,97 ± 0,03; 0,28% 
2,42 
13,47 13,36 13,15 
13,63 13,35 13,11 
13,65 13,31 13,08 
Nível de adição 
1 
*13,58 ± 0,10; 0,71% *13,34 ± 0,03; 0,19% *13,11 ± 0,04; 0,27% 
1,76 
16,02 15,87 15,53 
16,05 15,84 15,48 
15,99 15,87 15,45 
Nível de adição 
2 
*16,02 ± 0,03; 0,17% *15,86 ± 0,02; 0,13% *15,48 ± 0,04; 0,25% 
1,74 
*Média dos valores ± estimativa do desvio padrão, %variação entre a triplicata. 
** Coefeciente de variação entre os 3 dias 
 








Os intervalos aceitáveis de recuperação para análise de resíduos geralmente 
estão entre 70 e 120%, porém, dependendo da complexidade analítica e da amostra, este 
valor pode ser de 50 a 120% (Ribani et al., 2004). 
Para a cerveja Pilsen, a recuperação encontrada para o 10-metil-ácido fólico nos 
níveis 1 e 2, foram 92 e 104%; para o 5-metiltetraidrofolato 92 e 106%; e para o 10-formil-
ácido fólico 93 e 102%, respectivamente. 
A cerveja tipo Pilsen sem álcool resultou em valores de recuperação de 95 e 102% 
para o 10-metil-ácido fólico, 94 e 107% para o 5-metiltetraidrofolato e 94 e 103% para o 
10-formil-ácido fólico nos níveis avaliados. Os folatos na cerveja Malzbier apresentaram 
recuperação de 95 e 105% para o 10-metil-ácido fólico, 93 e 107% para o 5-
metiltetraidrofolato e 92 e 105% para o 10-formil-ácido fólico nos níveis 1 e 2 adicionados, 
respectivamente. 
A recuperação encontrada nas análises dos três tipos de cerveja oscilou entre 92 e 
107%, muito próxima a obtida por Patring (2007), que alcançou de 89% a 106% de 
recuperação em suas análises, por Silva et al. (2009), em média de 87,86 a 106,69% para 
hortaliças, por Lima (2005), que obteve de 90 a 95% e por Catharino et al. (2006), que 
obtiveram de 94 a 108% de recuperação de folatos em material certificado. Owens et al. 
(2007) que analisaram o 5-metiltetraidrofolato em cervejas utilizando extração, 






O método apresentou-se bastante aplicável para detecção de folatos livres em 
cervejas. O cromatograma das amostras, mesmo sem prévia limpeza, apresentou os 
folatos estudados bem separados, com resolução comum à cromatografia líquida de alta 
eficiência. 
Os parâmetros de validação avaliados apresentaram recuperação e coeficientes 
de variação indicando método preciso e exato, e as curvas de calibração obtidas 





apresentaram coeficiente de correlação indicando excelente ajuste dos dados para a linha 





Ao CNPq pela bolsa de doutorado concedida. 
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Folatos são um grupo de vitaminas do complexo B representado por compostos que 
variam pelo estado de oxidação da estrutura do anel de pteridina e pelo seu número de 
resíduos de glutamatos conjugados. São essenciais na prevenção de doenças crônicas 
como câncer de mama e cólon, mal de Alzheimer e depressão e estão presentes 
naturalmente em alimentos vegetais. No entanto, alguns processos tecnológicos podem 
aumentar a concentração de folatos, como por exemplo a fermentação, já que as 
leveduras são grandes fontes da vitamina. A cerveja é produzida através de matérias 
primas vegetais e sofre fermentação durante sua produção, de modo a se tornar forte 
candidata a fonte de folatos. Dados da literatura apontam neste sentido. Este trabalho 
teve o objetivo de quantificar o teor de folatos presentes em cervejas brasileiras e avaliar 
a estabilidade da vitamina durante a vida de prateleira do produto, além de avaliar as 
quantidades de folatos presentes em diferentes tipos de cerveja, como a Pilsen, sem 
álcool e Malzbier, nas embalagens lata e garrafa. Para tal foi utilizado um método em 
cromatografia líquida de alta eficiência com fase móvel composta de solução de ácido 
acético e acetonitrila em corrida por gradiente, coluna C18 e detectores de arranjo de 
diodos e fluorescência dispostos em série. Os folatos encontrados na cerveja foram 10-
metil-ácido fólico, 5-metiltetraidrofolato e 10-formil-ácido fólico. Os folatos presentes em 
diferentes lotes de cerveja tiveram grande variação, com CVs de até 52,42%. Os níveis de 
folatos totais encontrados nas cervejas recém fabricadas entre tipos de cerveja variaram 
de 18,26 a 23,99 µg/100mL. De modo geral o teor de folatos presente decresceu ao longo 
da vida de prateleira, porém não se pôde afirmar que uma embalagem ou outra possua 
maior capacidade de proteção contra a degradação da vitamina. Da mesma forma, não 
houve grande diferença entre o teor de folatos presentes nos três tipos de cerveja 
avaliados. Pode-se considerar a cerveja como fonte de folatos. 
 
Palavras-chave: Cerveja, folatos, vida-de-prateleira, CLAE 
 
 








Folates are a group of B vitamins that represents compounds that vary by the oxidation 
state of the structure of the pteridine ring and their number of glutamate conjugates 
residues. They are essential in the prevention of chronic diseases such as breast cancer 
and colon cancer, Alzheimer's and depression, and are naturally present in vegetables. 
However, some technological processes can increase the concentration of folates, such as 
fermentation, as yeasts are great sources of this vitamin. Beers are produced by vegetable 
raw materials and during production undergoes fermentation, in order to become a strong 
candidate for folate source. Data from literature goes in this direction. This study aimed to 
quantify the amount of folate found in Brazilian beers and evaluate the vitamin stability 
during the shelf life of the product, to evaluate the amount of folate found in different types 
of beer, such as Pilsen, alcohol and Malzbier, as the packaging cans and bottles. For this, 
it was used a method in high-performance liquid chromatography with mobile phase 
containing acetic acid and acetonitrile by gradient rum, C18 column and diode array and 
fluorescence detectors arranged in series. The validation for the product in question was 
performed by Rybka and Godoy (2010). Folates found in beer were 10-methyl-folic acid, 5-
methyltetrahydrofolate and 10-formyl-folic acid. Folates that are present in different 
batches of beer had great variation, with RSD until 52.42%. The total folate levels found in 
fresh beer for types of beer varied from 18.26 to 23.99 µg/100mL. Overall folate levels 
found decreased over the shelf life, but it was not possible to verify that one package has 
greater ability to protect against the degradation of the vitamin than another. Similarly, 
there was not significant difference between folate levels found in the three types of beer 
evaluated, they may be considered as a folate source. 
 
Keywords: Beer, folate, shelf life, HPLC 






1. Introdução  
 
Folato é um grupo de vitaminas do complexo B, com estruturas e atividades 
semelhantes ao ácido fólico (Brody, 1991; Zanini e Oga, 1994, de Bree et al., 1997), que 
tem recebido considerável interesse devido a seus efeitos de promoção da saúde. São 
vitaminas essenciais, que possuem um papel chave nas reações de transferência de 
carbono, que ocorrem na biossíntese de DNA, e no ciclo da metilação (Katzung, 1994; 
Devlin, 1997; Blount et al., 1997; Scott, Rébeille e Fletcher, 2000; Trumbo 2003; Paz e 
Navarro, 2006). Os folatos são formados por compostos que variam pelo estado de 
oxidação da estrutura do anel de pteridina e pelo seu número de resíduos de glutamatos 
conjugados (Eittenmiller, Landen e Augustin, 1998; Brouwer et al., 2008), estando 
naturalmente presentes em alimentos (Franco, 1992). 
Folatos são também essenciais na prevenção de doenças crônicas como câncer 
de mama e cólon, mal de Alzheimer e depressão (Lucock, 2000; Alpert et al., 2000; 
Jacques et al., 1999; Malinow et al., 1998; Kim, 1999; Eskes, 1997). Segundo Selhub e 
Rosenberg (1996), a segunda metade do século XX pode ser classificada pelo surgimento 
de novas pesquisas sobre absorção, metabolismo e características do ensaio de folatos 
que levaram a novas descobertas de sua importância. Entre os efeitos de promoção da 
saúde dos folatos, a diminuição do risco de defeitos do tubo neural (DTN) é bem 
conhecida, já que os DTN são a forma mais comum de malformação, assim como a 
prevenção de doenças cardíacas (Bjorklund e Gordon, 2006).  
As doenças cardiovasculares são a principal causa de mortalidade no mundo 
(DANE, 2001). Uma nova classe de fatores de risco emergentes para doenças 
cardiovasculares é o nível plasmático de homocisteína (Gravina-Taddei et al., 2005), que 
é um aminoácido sulfurado que resulta como um produto intermediário da via de 
degradação da metionina. O estilo de vida e defeitos genéticos, tais como deficiência nos 
níveis de ácido fólico, podem desempenhar o papel de cofatores que aumentam os níveis 
de homocisteína. Alguns estudos têm mostrado que até 10% dos eventos coronários 
podem ser atribuídos ao aumento dos níveis de homocisteína (Boushey et al. 1995), 
enquanto outros estudos têm mostrado uma correlação inversa entre os níveis de 
homocisteína e os níveis plasmáticos de folatos (Selhub et al., 1993; Wald, Law e Morris, 
2002). Assim, a hiper-homocisteinemia é um novo fator de risco cardiovascular que pode 
ser modificado pelo consumo de folatos (Schnyder, Roffi e Flammer, 2002). 






Os folatos estão naturalmente presentes em alguns alimentos, porém algumas 
técnicas no processamento podem aumentar suas concentrações, como os bioprocessos, 
incluindo fermentação (Seyoum e Selhub, 1998; Osseyi, Ewhling e Albrecht, 2001; 
Kariluoto et al., 2004).  Produtos que tem na sua fabricação a presença de leveduras, 
como os pães de farinha de trigo (Arcot, et. al., 2002), pães de centeio (Kariluoto, et al., 
2006), leites fermentados (Crittenden, et. al., 2002), vinhos e cervejas (Seyoum e Selhub, 
1998) têm a sua quantidade de folatos aumentada no final do processo. Esse aumento 
ocorre, segundo Kariluoto et. al. (2006), em função da presença das leveduras nas etapas 
de fermentação do processamento desses produtos. Estes autores descreveram que a 
habilidade de leveduras típicas de fermento, como o Saccharomyces cerevisae (levedura 
típida na fermentação de cervejas) para produzir folatos em meios específicos para o 
crescimento dos microorganismos é maior que de outros tipos de levedura e bactérias. 
Existem diversos relatos de cerveja como fonte de vitaminas B. A tiamina é 
relativamente deficiente na cerveja mas outras vitaminas do complexo B podem estar 
presentes em quantidades significativas (Owens et al., 2007). Segundo Jägerstad et al. 
(2005) para aqueles que consomem cervejas regularmente, a ingestão de folatos através 
da bebida pode estar entre 10-20% das necessidades diárias. Mayer et al. (2001) analisou 
o sangue de consumidores de cerveja na Alemanha, e concluiu que seu consumo 
aumenta os níveis de folatos no organismo e diminui os níveis de homocisteína. Assim, 
este trabalho teve o objetivo de quantificar os folatos presentes nos tipos de cerveja mais 
consumidos no Brasil, Pilsen e Malzbier, e também na versão Pilsen sem álcool, e 
acompanhar a estabilidade destes folatos durante os meses de validade do produto, 








As amostras de cervejas foram adquiridas nos supermercados da região de 
Campinas, sendo cerveja tipo Pilsen, Pilsen sem álcool e tipo Malzbier, nas embalagens 
lata (350 mL) e garrafa âmbar (355 mL). Foram analisadas 5 marcas da cerveja tipo 
Pilsen (fabricante A, B, C, D e E), 5 marcas da Pilsen sem álcool (fabricante B, F, G, H e I) 






e 5 marcas de cerveja tipo Malzbier (A, B, D, F e J) (a marca “J” somente foi encontrada 
em garrafa). Todas as análises foram realizadas em triplicata. Para o tempo inicial de 
avaliação (t0) considerou-se as cervejas com menos de 20 dias de fabricação. Foram 
analisados três lotes de cada amostra, em triplicata. 
A acetonitrila grau cromatográfico e o ácido acético utilizados no estudo foram 
adquiridos da Merck, Brasil, e o hidróxido de potássio e o acetato de amônio, ACS grau 
analítico, da Synth. 
Os padrões de folatos (5-metil-5,6,7,8-tetraidrofolato de cálcio, 10-metil- ácido-
fólico e 10- formil-ácido-fólico) foram obtidos do Laboratório Dr. Schircks (Jona, Suíça). A 
água utilizada no preparo dos padrões e da fase móvel foi purificada no sistema Milli-Q 
(Millipore).  
Todas as amostras, a fase móvel e a acetonitrila foram filtradas em filtros Millipore 
(HAWP e HVLP 04700 Millipore), com poros de 0,45µm de diâmetro.   
2.2. Equipamento e metodologia 
 
Para determinação dos folatos nas amostras de cerveja, baseou-se no método 
desenvolvido por Rybka e Godoy (2010), utilizando-se uma coluna Vydac, fase reversa, 
com dp 5 µm, 150 X 3,2 mm d.i. O cromatógrafo líquido de alta eficiência (Hewlett 
Packard série 1100 - Agilent) equipado com injetor e degaseificador automáticos e bomba 
quaternária, foi controlado pelo software HP-Chemstation, que permitiu também o 
tratamento dos dados. Os detectores de arranjo de diodos (DAD) UV-visível e de 
fluorescência foram acoplados ao equipamento dispostos em série. 
Os padrões de folatos foram diluídos em tampão acetato 0,05M e injetado no 
cromatógrafo o volume de 20 µL. Para separar os folatos utilizou-se vazão de 0,5 mL/min 
de fase móvel (ácido acético glacial 2,0%, pH ajustado em 2,8 com KOH) e acetoniltrila, 
através do sistema de eluição por gradiente. A corrida cromatográfica iniciou-se com 
100% de solução aquosa de ácido acético, chegando em 18 minutos a 96% da solução e 
4% de acetonitrila. Dos 18 aos 25 minutos seguiu um novo gradiente, sendo finalizada 
com 70% de solução aquosa de ácido acético e 30% de acetonitrila aos 25 minutos. As 
condições iniciais foram retomadas e a coluna re-equilibrada durante 15 minutos, antes da 
próxima injeção. 
A identificação dos folatos foi realizada através dos tempos de retenção, espectros 
de absorção e co-cromatografia. A detecção do ácido fólico e do 10-metil-ácido fólico foi 






realizada com detector de arranjo de diodos ajustado para 290nm; o 5-metiltetraidrofolato 
e 5-formiltetraidrofolato foram avaliados pelo detector de fluorescência ajustado para 
λexc. 290nm e λemis. 360nm. E o 10-formil-ácido fólico em fluorescência a λexc. 290nm e 
λemis. 445nm. 
A quantificação dos folatos foi realizada através de curvas de padronização 
externas, as quais também foram utilizadas na avaliação da faixa de linearidade. 
 
2.2.1. Validação do método 
 
A validação do método foi realizada por Rybka e Godoy (2010). 
 
2.2.2. Avaliação das amostras 
 
Primeiramente, as amostras ficaram por 10 minutos em banho de ultrasson, para 
degaseificação, sendo em seguida filtradas e injetadas diretamente no cromatógrafo 
(injeção de 20 µL). Todas as amostras foram filtradas em membrana 0,45 µm (Millipore). 
As avaliações foram realizadas no “Tempo 0 – t0” (cerveja recém fabricada), 
“Tempo 2 – t2” (após 2 meses de fabricação), “Tempo 4 – t4” (após 4 meses de 
fabricação) e “Tempo 6 – t6” (após 6 meses de fabricação); já que grande parte das 
cervejas possui 6 meses de validade. Durante os meses de armazenamento as amostras 
foram expostas à luz durante o dia e temperatura ambiente, simulando prateleiras de 
supermercado.  
As latas e garrafas foram abertas no momento da análise, sendo degaseificadas e 
filtradas no escuro. A temperatura da água no ultrasson foi mantida baixa com adição de 
gelo. A injeção em cromatógrafo foi realizada logo após o preparo das amostras, ficando 
os vials no equipamento em ambiente escuro durante as análises realizadas em triplicata.  
 
2.3. Análise Estatística 
 
Na comparação do teor de folatos presentes nas cervejas realizou-se teste 
estatístico Anova e Tukey, utilizando-se o programa Estatística (versão 7.0), e 
considerando significativas as diferenças quando p ≤  0,05. Para acompanhamento da 
vida de prateleira das cervejas foram realizados gráficos múltiplos de médias e erros para 
desvio padrão. 






3. Resultados e Discussão 
 
3.1. Avaliação dos folatos em cervejas  
 
A variação encontrada entre lotes de uma mesma cerveja foi bastante significativa. 
Os CVs para os lotes das cervejas em lata variaram de 2,08 a 48,62% para o 10-metil 
ácido fólico, de 10,66 a 52,83% para o 5-metiltetraidrofolato e de 4,92 a 33,18% para o 
10-formil ácido fólico. Para a cerveja em garrafa, a variação foi entre 3,80 e 52,42% para 
o 10-metil ácido fólico, entre 1,77 e 81,31% para o 5-metiltetraidrofolato e entre 5,77 e 
36,19% para o 10-formil ácido fólico. O teor de folatos para cada lote encontra-se nos 
Apêndices 1 ao 6. 
A Tabela 1 apresenta as concentrações médias dos folatos em relação aos tipos 
de cerveja recém fabricadas, considerando latas e garrafas um mesmo grupo. Para este 
teste estatístico foram utilizadas 9 amostras de cada tipo de cerveja, já que a 5ª marca de 
Malzbier lata não pode ser encontrada no mercado. 
 
Tabela 1: Concentrações médias dos folatos presentes nas amostras de cerveja Pilsen, 
sem álcool e Malzbier. 
 
Folato Tipo de cerveja 




Média** (µg/100mL)  
Pilsen 2,48 – 8,99 6,52 b 
Sem álcool 5,33 – 11,36 8,38 a 10-metil ácido fólico 
Malzbier 2,21 – 8,57 5,49 c 
Pilsen 4,58 – 17,63 9,66 a 
Sem álcool 1,17 – 29,49 6,55 b 5-metiltetraidrofolato  
Malzbier 2,39 – 18,49 8,44 a 
Pilsen 4,78 – 10,86 7,16 a 
Sem álcool 2,57 – 10,83 6,02 b 10-formil ácido fólico 
Malzbier 3,10 – 9,67 6,19 b 
* Valores representam a faixa de teor de folatos encontrado para as amostras em relação aos tipos 
de cerveja recém fabricadas (9 marcas de cada tipo), considerando triplicatas de 3 lotes de latas e 
3 lotes de garrafas um mesmo grupo. 
** Valores são a média do teor de folatos para cada faixa. Para letras iguais não há diferença 
significativa entre as amostras (p>0,05) para cada folato. 
 
Na avaliação do tipo de cerveja, independente de marcas ou embalagens, nota-se 
que não existe um padrão para o teor de folatos existente. O 5-metiltetraidrofolato 
apresentou teor menor para a cerveja sem álcool, no entanto o 10-metil ácido fólico 
apresentou valores maiores para a mesma cerveja. 






Levando-se em conta a embalagem utilizada para armazenamento, foi realizada 
uma comparação entre o teor de cada folato analisado em cada tipo de cerveja (Tabela 
2). Para esta avaliação não foi considerada a marca “J” de cerveja Malzbier garrafa, afim 
de possibilitar a aplicação do teste estatístico. 
 
Tabela 2: Concentrações médias (µg/100mL) dos folatos em relação ao tipo de 
embalagem utilizada.  
Pilsen 
10-metil ácido fólico 5-metiltetraidrofolato 10-formil ácido fólico 
RF 6F RF 6F RF 6F 
L G L G L G L G L G L G 
6,38 a 6,55 a 3,46 b 6,29 a 8,02 b 11,35 a 4,47 b 6,22 a 7,10 a 7,39 a 5,63 a 5,89 a 
Sem Álcool 
10-metil ácido fólico 5-metiltetraidrofolato 10-formil ácido fólico 
RF 6F RF 6F RF 6F 
L G L G L G L G L G L G 
8,13 a 8,19 a 6,17 a 6,53 a 3,78 b 9,47 a 2,43b 6,56 a 6,53 a 5,22 b 5,28 a 4,21 b 
Malzbier 
10-metil ácido fólico 5-metiltetraidrofolato 10-formil ácido fólico 
RF 6F RF 6F RF 6F 
L G L G L G L G L G L G 
5,23 a 5,76 a 5,13 a 5,21 a 7,45 b 10,50 a 4,61 b 8,12 a 6,39 a 6,65 a 6,45 a 5,75 a 
*Letras iguais: não há diferença significativa nas amostras (p>0,05) entre lata e garrafa para o 
mesmo folato em um mesmo tempo de fabricação. Consideradas para cálculo 5 marcas de cerveja 
Pilsen, 5 marcas de cerveja sem álcool e 4 marcas de cerveja Malzbier. RF: recém fabricadas; 6F: 
após 6 meses de fabricação; L- lata; G- garrafa. 
 
Pode-se notar que tanto no início, quanto ao final da vida de prateleira das 
amostras, a proporcionalidade entre cada folato nas embalagens se manteve (exceto para 
o 10-metil ácido fólico na cerveja Pilsen). 
O 10-metil ácido fólico apresentou teor semelhante independente do tipo de 
embalagem, no início e ao final da vida de prateleira para as cervejas sem álcool e 
Malzbier; enquanto que o 5-metiltetraidrofolato apresentou maior teor quando 
acondicionado em garrafas âmbar. 
A concentração de 10-formil ácido fólico não apresentou diferenças significativas 
entre as duas embalagens para a cerveja Pilsen e Malzbier, possuindo menor teor em 
garrafa quando avaliado na cerveja sem álcool. 
As tabelas a seguir comparam as concentrações médias dos folatos em cada 
marca para a cerveja recém fabricada do tipo Pilsen (Tabela 3), do tipo sem álcool 






(Tabela 4) e do tipo Malzbier (Tabela 5), e respectivamente, o teor encontrado em cada 
análise está apresentado nos apêndices 1 e 4, 2 e 5, e 3 e 6. 
 
Tabela 3: Concentrações médias dos folatos entre marcas para a cerveja do tipo Pilsen. 













A 2,48 – 8,52 6,03 ab A 5,78 – 8,21 6,98 ab 
B 6,46 – 8,99 8,08 a B 5,99 – 6,12 6,04 b 
C 4,85 – 7,09 5,80 b C 4,78 – 6,99 6,14 b 
D 3,17 – 6,27 5,02 b D 5,32 – 6,82 5,92 b 
E 6,02 – 8,35 6,93 ab E 4,59 – 7,93 7,68 a 













A 4,58 – 6,65 5,41 c A 4,60 – 11,01 8,39 b 
B 7,02 – 8,19 7,51 b B 15,41 – 15,58 15,51 a 
C 4,65 – 8,08 6,74 bc C 6,25 – 9,46 8,20 b 
D 6,79 – 9,75 8,20 b D 8,96 – 10,84 9,87 b 
E 11,54 – 12,90 12,24 a E 9,90 – 17,63 14,78 a 













A 5,21 – 9,92 7,07 ab A 4,78 – 6,22 5,69 b 
B 6,57 – 7,41 6,90 ab B 5,55 – 10,34 7,22 b 
C 5,28 – 6,93 6,17 b C 5,75 – 7,38 6,74 b 
D 5,61 – 9,23 7,29 ab D 6,27 – 7,34 6,92 b 
E 7,03 – 9,11 8,07 a E 9,65 – 10,86 10,41 a 
* Valores representam a faixa de teor entre lotes de folatos encontrado para as amostras em 
relação à cada marca de cerveja recém fabricada. 
** Valores são a média do teor de folatos para cada faixa. Letras iguais, para cada folato, na 
mesma coluna (lata e garrafa) não apresenta diferença significativa (p>0,05). 
 
 








Tabela 4: Concentrações médias dos folatos entre marcas para a cerveja do tipo Pilsen 
sem álcool. 













G 10,87 – 11,36 11,11 a G 7,06 – 11,02 9,62 a 
B 9,57 – 9,69 9,66 b B 10,15 – 10,78 10,39 a 
H 5,33 – 6,32 5,92 d H 5,96 – 6,47 6,16 c 
I 6,93 – 7,32 7,11 c I 6,75 – 7,50 7,11 bc 
F 6,20 – 7,47 6,88 c F 6,72 – 8,24 7,69 b 













G 8,10 – 8,66 8,37 a G 8,06 – 10,71 9,79 b 
B 2,85 – 4,57 3,93 b B 16,64 – 29,49 21,08 a 
H 1,58 – 2,21 1,64 c H 6,20 – 7,93 7,24 bc 
I 1,17 – 1,97 1,58 c I 2,33 – 6,04 4,64 c 
F 2,60 – 3,76 3,36 b F 3,00 – 7,30 4,61 c 













G 8,25 – 9,66 9,12 a G 6,61 – 8,16 7,21 a 
B 8,41 – 10,83 9,60 a B 6,33 – 7,98 6,88 a 
H 3,58 – 5,49 4,76 b H 2,57 – 3,53 2,99 c 
I 4,37 – 5,10 4,65 b I 3,47 – 4,89 4,18 b 
F 4,33 – 4,72 4,54 b F 4,01 – 6,35 4,84 b 
* Valores representam a faixa de teor entre lotes de folatos encontrado para as amostras em 
relação à cada marca de cerveja recém fabricada. 
** Valores são a média do teor de folatos para cada faixa. Letras iguais, para cada folato, na 
mesma coluna (lata e garrafa) não apresenta diferença significativa (p>0,05). 
 
 







Tabela 5: Concentrações médias dos folatos entre marcas para a cerveja do tipo Malzbier. 













A 4,08 – 6,30 5,12 a A 2,21 – 7,49 4,50 b 
B 2,40 – 8,57 5,95 a B 5,27 – 5,50 5,44 ab 
F 4,34 – 5,81 5,14 a F 5,21 – 7,56 6,33 a 
D 2,93 – 5,89 4,70 a D 6,46 – 7,11 6,79 a 
J - - J 5,05 – 6,22 5,53 ab 













A 2,39 – 6,28 4,81 b A 4,38 – 13,72 7,87 cd 
B 3,74 – 13,25 8,15 ab B 8,33 – 9,48 8,73 bc 
F 7,80 – 10,13 9,05 a F 11,64 – 14,44 12,90 a 
D 7,17 – 9,82 7,78 ab D 9,20 – 18,49 12,49 ab 
J - - J 3,80 – 4,40 4,18 d 













A 3,39 – 6,58 5,49 b A 5,27 – 6,35 5,80 b 
B 3,46 – 5,71 4,78 b B 4,07 – 6,33 4,84 bc 
F 5,84 – 9,67 7,72 a F 6,41 – 9,21 8,21 a 
D 5,44 – 8,92 7,56 a D 6,38 – 8,97 7,78 a 
J - - J 3,10 – 3,97 3,56 c 
* Valores representam a faixa de teor entre lotes de folatos encontrado para as amostras em 
relação à cada marca de cerveja recém fabricada. 
** Valores são a média do teor de folatos para cada faixa. Letras iguais, para cada folato, na 
mesma coluna (lata e garrafa) não apresenta diferença significativa (p>0,05). 
 
 







Nota-se uma considerável variação entre o teor dos folatos analisados nas 
diferentes marcas, tanto para acondicionamento em garrafas quanto em latas. Este fato 
se deve às diferentes matérias primas utilizadas pelas indústrias e aos diferentes 
processos de fabricação, principalmente a fermentação da cerveja. 
Por se tratarem de fontes vegetais, as matérias prima das cervejas possuem 
composição bastante variada, que provavelmente se deve às diferentes condições 
edafoclimáticas ocorridas durante o plantio, já que a síntese de folatos pelos vegetais é 
bastante influenciada por fatores como luz e composição do solo. E ainda, sabendo-se 
que a fermentação aumenta a quantidade de folatos ao final do processo, também é 
possível que os fabricantes de cerveja utilizem a fermentação a temperaturas, quantidade 
de leveduras e por tempos diferentes. Patring (2007) obteve resultados bastante 
diferentes para teor de folatos entre diferentes grupos de leveduras. 
Owens et al. (2007) encontraram teor de 5-metiltetraidrofolato em cervejas 
variando de não detectável a 4,6 µg/100mL (Pale ale americana), valor próximo ao 
apresentado por algumas cervejas analisadas. Mas assim como no presente estudo, os 
pesquisadores encontraram valores bastante variáveis entre si para diferentes cervejas. 
As análises realizadas nesta pesquisa para cerveja recém fabricada, resultaram 
em 23,99, 21,18 e 18,26 µg/100mL de folatos totais para a cerveja Pilsen, sem álcool e 
Malzbier garrafa, respectivamente. Para as cervejas em lata, os folatos totais encontrados 
na cerveja Pilsen, sem álcool e Malzbier, respectivamente, foram de 22,86, 19,56 e 19,93 
µg/100mL. 
Walker et al. (2001, 2003 apud Owens et al., 2007) relataram valores de folatos em 
cervejas variando entre 4,7 e 12,5 µg/100mL, enquanto Pietercelie et al. (2003) afirmaram 
que nas cervejas belgas refermentadas o teor variou de 5,0 a 20,0 µg/100mL. Os últimos 
autores chamaram a atenção para a grande variabilidade entre os níveis medidos em 
amostras da mesma cerveja. Savage et al. (1995) relataram valores de folatos totais 
analisados por um ensaio de quimioluminescência em cervejas caseiras e comerciais do 
Zimbábue, e cervejas européias, entre outras bebidas. O conteúdo de folatos na cerveja 
caseira foi cerca de 11,0 µg/100mL, enquanto as cervejas comerciais tiveram o índice 
total de folatos variando de 5,2 a 32,8 µg/100mL. As cervejas européias tiveram teor de 
folatos entre 3,0 e 6,4 µg/100mL.  
Os níveis de folatos totais entre tipos de cerveja encontrados neste estudo nas 
cervejas recém fabricadas variaram de 18,26 a 23,99 µg/100mL, sem a utilização de 






ensaios enzimáticos ou microbiológicos, demonstrando que as cervejas brasileiras 
possuem alto teor de folatos, e que a própria fermentação do produto pode liberar grande 
quantidade da vitamina, enquanto uma extração mais demorada pode vir a causar perdas 
da mesma.  
As Figuras 1 e 2 apresentam gráficos representando a variação no teor de folatos 
durante a vida de prateleira da cerveja, sendo medidos quando recém fabricadas (t0), 
após 2 meses de fabricação (t2), após 4 meses de fabricação (t4) e após 6 meses de 
fabricação (t6). Cada gráfico demonstra a variação de cada folato nas 5 marcas de 
cerveja avaliadas para cada tipo da bebida. 
A Tabela 6 mostra o teor de folatos e a análise estatística (p>0,05) entre os 
tempos 0 e 6 de cada tipo de cerveja, em cada embalagem, para cada folato. 
Comparando-se as Figuras 1 e 2 com a Tabela 6. Pode-se notar que apesar de haver 
diferença estatística entre o teor de folatos das cervejas recém fabricadas e após 6 meses 
de vida de prateleira, não é possível obter um perfil para o comportamento de cada folato. 
De modo geral, pode-se concluir que o 10-metil ácido fólico parece ser o folato mais 
estável ao longo do tempo, principalmente na cerveja Malzbier, e que o 5-
metiltetraidrofolato possui indicações de ser o mais instável, tendo apresentado maiores 
variações em seu teor.  
Da mesma forma, não se pode afirmar que uma embalagem ou outra possua 
maior capacidade de proteção contra a degradação dos folatos. Apesar de o 5-
metiltetraidrofolato apresentar menor teor em lata logo que a cerveja chega ao mercado, 
tanto em lata quanto em garrafa ocorre queda de seu teor com diferença estatística. O 10-
formil ácido fólico apresenta indícios de ser ligeiramente mais estável quando 























Tabela 6: Concentrações (µg/100mL) médias dos folatos em cervejas recém fabricadas e 
após 6 meses de fabricação.  
Pilsen 
10-metil ácido fólico 5-metiltetraidrofolato 10-formil ácido fólico 
G L G L  G L  
RF  6F RF  6F RF  6F RF  6F RF  6F RF  6F 
6,55 a 6,29 a 6,38 a 3,46 b 11,35 a 6,22 b 8,02 a 4,47 b 7,39 a 5,89 b 7,10 a 5,63 b 
Sem Álcool 
10-metil ácido fólico 5-metiltetraidrofolato 10-formil ácido fólico 
G L G L  G L  
RF  6F RF  6F RF  6F RF  6F RF  6F RF  6F 
8,19 a 6,53 b 8,13 a 6,17 b 9,47 a 6,56 b 3,78 a 2,43 b 5,22 a 4,21 b 6,53 a 5,28 b 
Malzbier 
10-metil ácido fólico 5-metiltetraidrofolato 10-formil ácido fólico 
G L G L  G L  
RF  6F RF  6F RF  6F RF  6F RF  6F RF  6F 
5,72 a 5,22 a 5,23 a 5,13 a 9,24 a 7,31 b 7,45 a 4,61 b 6,04 a 5,18 b 6,39 a 6,45 a 
*Letras iguais: não há diferença significativa nas amostras (p>0,05) recém fabricadas (RF) e após 6 
meses de fabricação(6F) para cada uma das embalagens. L - lata; G - garrafa. 
 
A marca “B” de cerveja sem álcool em garrafa contém nitidamente maior teor de 5-
metiltetraidrofolato do que todas as outras analisadas, mesmo após 6 meses de 
armazenamento, assim como a marca “J” de cerveja Malzbier possui menor teor deste 
folato. No entanto, quando a marca “B” sem álcool é analisada para esta forma da 
vitamina na embalagem lata, o teor aparece bastante baixo, assim como a maioria das 
marcas em cerveja sem álcool.  
Para a cerveja armazenada em garrafa, o 5-metiltetraidrofolato parece ser o folato 
com maiores variações entre as marcas. Enquanto que para a cerveja armazenada em 
lata tanto o 5-metiltetraidrofolato quanto o 10-formil ácido fólico apresentaram teor 

































Figura 1: Vida de prateleira das cervejas em lata. t0 – Recém fabricada; t2 – 2 meses de fabricação; t4 – 4 meses de 
fabricação; t6 – 6 meses de fabricação. Letras em maiúsculo representam as marcas. 
Cerveja Pilsen Lata







































































Cerveja Sem álcool Lata






















Cerveja Sem álcool Lata





















Cerveja Sem álcool Lata



























































































































Figura 2: Vida de prateleira das cervejas em garrafa. t0 – Recém fabricada; t2 – 2 meses de fabricação; t4 – 4 meses de 
fabricação; t6 – 6 meses de fabricação. Letras em maiúsculo representam as marcas. 
Cerveja Pilsen Garrafa

























Cerveja Sem álcool Garrafa






















Cerveja Sem álcool Garrafa




















































































































































































Os folatos 10-metil ácido fólico, 5-metiltetraidrofolato e 10-formil ácido fólico foram 
encontrados em todas as cervejas analisadas, embora haja grande variação na 
concentração das formas da vitamina entre lotes de uma mesma amostra.  
O teor de folatos em cervejas decai ao longo da vida de prateleira da bebida, mas 
esta redução não é dependente do tipo de embalagem utilizada. De modo geral, o 10-
metil ácido fólico parece ser o folato mais estável ao longo do tempo, principalmente na 
cerveja Malzbier, e o 5-metiltetraidrofolato possui indicações de ser o mais instável, tendo 
apresentado maiores variações em seu teor.  
Os níveis de folatos totais encontrados em 100 mL nas cervejas recém fabricadas 
foram equivalentes a cerca de 10% dos níveis recomendados para homens e mulheres 
adultos, podendo ser considerada um alimento auxiliar à injestão diária recomendada de 
folatos se consumida com moderação. A cerveja sem álcool apresentou teor de folatos 
totais similar às cervejas alcoólicas, podendo ser injerida por gestantes quando 




Ao CNPq pela bolsa de doutorado concedida. 
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Compostos fenólicos são substâncias presentes naturalmente nos vegetais, podendo 
atuar como antioxidantes. Na cerveja desempenham um papel importante nas 
características sensoriais e nutricionais; sendo provenientes do malte e do lúpulo 
possuem propriedades em relação a quimio-prevenção do câncer, efeitos 
cardioprotetores, propriedades antiinflamatórias, estimulantes do sistema imunológico, 
antialérgicas, antivirais e antibactericidas. Existem muitos ensaios praticados para 
avaliação da capacidade antioxidante, cada um deles com mecanismos de reação 
diferentes sendo indicado para matrizes alimentares e tipos de antioxidantes diversos.  
Geralmente é utilizada a combinação de métodos de avaliação para informações mais 
completas. Este estudo teve como objetivo conhecer o teor de fenólicos totais das 
cervejas brasileiras, assim como a capacidade antioxidante, em diferentes marcas, 
embalagens e tipos da bebida. Os fenólicos totais foram avaliados pelo método de Folin-
Ciocalteau, através do qual foram encontrados 47,05, 18,67 e 21,83 mg/100mL em 
equivalentes de ácido gálico (EAG), na cerveja Malzbier, Pilsen sem álcool e Pilsen, 
respectivamente. O tipo de embalagem utilizada, lata ou garrafa, apresentou relevância 
para o teor de fenólicos totais somente para a cerveja Pilsen. A cerveja sem álcool foi a 
que mais apresentou variação de teor entre marcas. Para avaliação da capacidade 
antioxidante foram realizados dois ensaios, do radical 2,2- difenil -1- picrilhidrazil (DPPH) 
e poder antioxidante de redução do ferro (FRAP). O primeiro indicou a cerveja Malzbier 
como o tipo de cerveja com maior capacidade antioxidante 76,6 µmol EAG/ 100mL 
(comparado a 33,1 e 30,8 µmol EAG/ 100mL das cervejas sem álcool e Pilsen, 
respectivamente), corroborando com o teor de fenólicos totais e com a capacidade 
antioxidante avaliada através do ensaio FRAP, que apresentou 46,4, 34,5 e 115,8 µmol 
EAG/ 100mL, para as cervejas Pilsen, sem álcool e Malzbier respectivamente.  
 
Palavras-chave: Cerveja, compostos fenólicos totais, DPPH, FRAP, capacidade 
antioxidante. 
 






Phenolic compounds are substances naturally present in plants that may act as 
antioxidants. In beer, they play an important role in the sensory characteristics and 
nutritional status. They are derived from malt and hops, and had properties as cancer 
chemo-prevention, cardioprotective, anti-inflammatory properties, immune system 
stimulating, antiallergic, antiviral and antibacterial. There are many tests performed to 
evaluate the antioxidant capacity, each one with different reaction mechanisms and 
indicated for food matrices and different types of antioxidants. It is often used a 
combination of assessment methods for further information. This study aimed to determine 
the total phenolic content of Brazilian beers, as well as the antioxidant capacity in different 
brands, types and packaging of the drink. The total phenolic content were evaluated by the 
Folin-Ciocalteau method by which were found 47.05, 18.67 and 21.83 mg/100mL in gallic 
acid equivalents (GAE) for Malzbier beer, alcohol-free Pilsen and Pilsen, respectively. The 
type of packaging used, can or bottle, had relevance to the total phenolic content only for 
the Pilsen beer, and nonalcoholic beer showed the highest variation between brands. To 
evaluate the antioxidant capacity were applied two methods, DPPH and FRAP. The first 
one indicated Malzbier as the type of beer with a higher antioxidant capacity GAE 76.6 
µmol / 100 mL (compared with 33.1 and 30.8 µmol GAE / 100mL of non-alcoholic beers 
and Pilsen, respectively), which agrees with the total phenolics content and with the 
antioxidant capacity evaluated by FRAP assay, which showed 46.4, 34.5 and 115.8 µmol 
EAG/ 100mL for Pilsen, non alcohoicl and Malzbier beer respectively. 
 
Keywords: Beer, total phenolic compounds, DPPH, FRAP, antioxidant capacity.  







Compostos com atividade antioxidante são compostos que podem retardar ou 
inibir a oxidação de lipídios ou outras moléculas, evitando o início ou propagação das 
reações em cadeia de oxidação. Os compostos fenólicos, tais como os ácidos fenólicos 
derivados do ácido hidroxicinâmico e os flavonóides, destacam-se neste sentido (Chen et 
al., 1998; Ewald et al., 1999; Sousa et al., 2007). Suas propriedades de óxido-redução 
podem desempenhar um importante papel na absorção e neutralização de radicais livres 
(Fennema, 1993; Brenna e Pagliarini, 2001; Zheng e Wang, 2001), cuja formação é 
supostamente a chave para o desenvolvimento de câncer e doenças coronárias, aliado à 
função protetora da membrana celular (Birch et al., 2001; Brenna e Agliarini, 2001; Zheng 
e Wang, 2001; Wang e Zheng, 2001; Sellapan, Akoh e Krewer, 2002; Yildrim, Mavi e 
Kara, 2002). 
Atuando na inibição em fases do ciclo celular, proliferação celular, estresse 
oxidativo, indução na desintoxicação das enzimas e ativação do sistema imunológico, 
estão relacionados à quimio-prevenção do câncer (Martinez-Flores et al., 2002), bem 
como previnem a oxidação de lipoproteínas de baixa densidade para a formação 
aterogênica, através da diminuição da adesão e agregação de plaquetas e propriedades 
vasodilatadoras agindo como cardioprotetores (Martinez-Flores et al., 2002; Yao et al., 
2004). Ainda, possuem propriedades antiinflamatórias (Pathak et al., 1991), estimulantes 
do sistema imunológico, anti-alérgicas, anti-virais e anti-bacterianas (Middleton e 
Kandaswami, 1992). 
Baseados em sua ingestão diária, que em muito excede o de outros 
antioxidantes, (vitamina E, vitamina C, β-caroteno), os compostos fenólicos podem ser um 
fator importante para garantir o potencial antioxidante da dieta e podem contribuir para 
manter o equilíbrio oxidativo endógeno em seres humanos (Nardini et al., 2005). 
Fantozzi et al. (1998) afirmam que tanto os ácidos fenólicos como os polifenóis 
estão presentes na cerveja. Os ácidos fenólicos são amplamente distribuídos na dieta, 
principalmente em frutas, vegetais, café, vinho, cerveja e azeite (Hermann, 1989; Clifford, 
1999; Hermann, 1989) e sua ingestão média tem sido relatada como da ordem de 200 
mg/dia, dependendo dos hábitos e preferências alimentares (Scalbert e Williamson, 
2000).  
A maioria dos polifenóis da cerveja é proveniente do malte e o do lúpulo 
(Gromus e Lustig, 1998). Devido às propriedades específicas, os polifenóis podem ser 





interessantes tecnológica e/ou fisiologicamente (Hough et al., 1981, Gasbarrini et al., 
1998). Estão envolvidos na manutenção da espuma, estabilidade física e química e vida 
de prateleira (Hough et al., 1981; Moll, 1987), sendo importantes para os cervejeiros, 
devido a sua influência na estabilidade coloidal da bebida, sendo responsável pela 
turbidez originada pela interação com suas proteínas. Portanto, investigar os compostos 
fenólicos e capacidade antioxidante de cervejas comerciais é extremamente interessante 
na compreensão da estabilidade do sabor da cerveja (Zhao et al., 2010). 
Os compostos fenólicos podem ser encontrados em sua forma livre ou, mais 
freqüentemente, ligados a outros compostos, como ésteres e glicosídeos. Polifenóis 
derivados de ácidos hidrobenzóicos (ácido gálico, ácido protocatecuico, ácido siríngico) e 
ácidos hidroxicinâmicos (ácido ferúlico, ácido p-cumárico, ácido caféico) são 
principalmente extraídos do malte, enquanto que os flavonóis (quercetina, canferol), 
chalconas (xanthohumol) e flavanonas (isoxanthohumol e prenilnaringenina) são 
encontrados no lúpulo. Catequinas e procianidinas de diversos graus de polimerização 
(Gonzales San José, Muniz Rodrigues e Vall Bellés, 2001; Heim, Tagliaferro e Bobilya, 
2002) são igualmente encontradas no malte e no lúpulo (Montanari et al., 1999; Gorinstein 
et al., 2000; Freitas et al., 2006; Siqueira et al., 2008).  
Os estudos de Lu et al. (2007) e Zhao et al. (2008) demonstraram que o perfil de 
compostos fenólicos e atividade antioxidante de cevada variou consideravelmente entre 
as variedades e durante a fabricação da cerveja. Assim, as diferenças entre matérias-
primas e processo de fermentação levaria a diferenças significativas no perfil fenólico e 
atividade antioxidante da cerveja. Além disso, existem controvérsias entre a relevância de 
compostos fenólicos e atividade antioxidante de cerveja (Vanderhaegen et al., 2006).  
No estudo de Nardini et al. (2006), foi demonstrado um aumento significativo nos 
níveis de ácidos fenólicos livres e conjugados no plasma humano após a administração 
da cerveja, com pico de absorção máxima em 30 minutos. Segundo os pesquisadores, a 
rápida absorção de ácidos fenólicos indica que provavelmente esta ocorra na parte 
proximal do intestino, e devido à presença de formas livres e ligadas de ácidos fenólicos 
na cerveja, os ácidos fenólicos no plasma podem ser derivados da absorção direta das 
formas livres presentes na bebida, assim como pela hidrólise in vivo das formas ligadas. 
No entanto, para medir a capacidade antioxidante de compostos naturalmente 
presentes em alimentos, não há ainda um método padrão. Vários ensaios vêm sendo 
utilizados para avaliar a capacidade antioxidante, nos quais alguns determinam a 
habilidade dos antioxidantes para seqüestrar radicais livres gerados no meio, outros 





avaliam a eficiência dos antioxidantes em inibir a peroxidação lipídica por meio da 
quantificação dos produtos da reação, ou medindo a inibição da oxidação. Por causa da 
variedade de mecanismos e locais de atuação é difícil definir qual o melhor método a ser 
empregado. Isso tem dificultado a comparação de resultados entre estudos (Campos et 
al., 2008). Dentre esses métodos, FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) – Poder 
Antioxidante de Redução do Ferro e DPPH (2,2- difenil -1- picrilhidrazil) são alguns dos 
mais usados atualmente (Pérez-Jiménez e Sauracalixto, 2006), assim como a 
determinação do teor de compostos fenólicos totais (CFT) utilizando o reagente de Folin. 
Dentre os métodos pode-se citar aqueles que medem a habilidade de um 
antioxidante em reduzir um radical livre por doação de hidrogênio ou elétron, como por 
exemplo o ensaio do DPPH (Figura 1). Esse método baseia-se na habilidade do 
antioxidante de seqüestrar o radical escolhido e impedir a reação do radical com o 
substrato. A avaliação da reação é feita por meio da medida da variação da absorbância 
característica do próprio radical (Brand-Willians et al., 1995; Huang, Ou e Prior, 2005).  
 
Figura 1: Estabilização do radical livre DPPH (Rufino et al., 2007). 
 
A medida da absorbância é usada como parâmetro também no teste de poder 
redutor e capacidade quelante de íons ferrosos (Santos, 2007). Benzie e Strain (1996) 
descrevem o método FRAP (Figura 2) como uma alternativa desenvolvida para 
determinar a redução do ferro em fluidos biológicos e soluções aquosas de compostos 
puros. O método pode ser aplicado não somente para estudos da atividade antioxidante 
em extratos de alimentos e bebidas, mas, também, para o estudo da eficiência 
antioxidante de substâncias puras, com resultados comparáveis àqueles obtidos com 
outras metodologias mais complexas (Rufino et al., 2006). 
  
   
 






Figura 2: Redução do complexo TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina) com Fe3+ (Rufino 
et al., 2006). 
 
Pode-se também avaliar o teor de compostos fenólicos totais, através da 
metodologia descrita por Singleton et al. (1999), com o reagente Folin-Ciocalteau, que 
contém tungstato de sódio, e ácido fosfomolíbdico no estágio mais alto de oxidação. 
No sentido de avaliar a capacidade antioxidante de cervejas Pilsen, sem álcool e 
Malzbier, este trabalho pretendeu aplicar dois conhecidos ensaios de capacidade 
antioxidante, e investigar o teor de compostos fenólicos totais em cervejas brasileiras. 
 




Analizou-se 5 marcas de cerveja tipo Pilsen (fabricante A, B, C, D e E), 5 marcas 
de cerveja Pilsen sem álcool (fabricante B, F, G, H e I) e 5 marcas de cerveja tipo 
Malzbier (A, B, D, F e J) em lata de 350 mL e garrafa âmbar de 355 mL (exceto marca J). 
As amostras foram compostas por três lotes de cada cerveja. Todas as análises foram 
realizadas em triplicata. 
A solução etanólica (4,5%) foi preparada utilizando etanol grau analítico marca 
Qhemis. Os reagentes 2,2 difenil-1-picril-hidrazil (DPPH•) e TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-s-
triazina) foram adquiridos da Sigma-Aldrich,  assim como os padrões ácido gálico, Trolox 
e ácido ascórbico. 
 Os reagentes acetato de sódio triidratado, ácido acético glacial, ácido clorídrico e 
cloreto de ferro foram obtidos do fabricante Sinth e o metanol da Ecibra. Na avaliação de 





fenólicos totais utilizou-se o reagente Folin-Ciocalteau marca Dinâmica e carbonato de 
cálcio Sinth. A água empregada nas análises foi filtrada no sistema MILLI-Q da Millipore. 
 
2.2. Equipamento e metodologia 
 
Foram aplicados 2 métodos comumente empregados nas análises da capacidade 
antioxidante (DPPH e FRAP) e um método para determinação de compostos fenólicos 
totais (Folin-Ciocalteau). Previamente às análises, as cervejas foram degaseificadas por 
10 minutos em sistema de ultrasson. 
Em todas as análises a diluição das cervejas Pilsen e Malzbier e a curva de 
calibração diária foram realizadas em solução etanólica 4,5%. Para a cerveja sem álcool, 
as diluições e a curva de calibração foram realizadas com água Milli-Q. A leitura das 
análises foi realizada utilizando espectrômetro UV-160 Pro-Análise, Brazil. 
 
2.2.1. Compostos fenólicos totais 
O método para determinação de fenólicos totais foi baseado no método 
apresentado em Singleton (1999), tendo sido realizadas algumas adaptações.  
Em um tubo de ensaio foi adicionado 500 µL da solução de amostra diluída 
(cerveja Pilsen e sem álcool com diluição 1:5 e cerveja Malzbier 1:10) e 2,5 mL do 
reagente Folin-Ciocalteau (diluido 1:10), aguardando-se 5 minutos. Em seguida foram 
adicionados 2,0 mL de carbonato de sódio (Na2CO3) 7,5%, sendo os tubos armazenados 
por 2 horas ao abrigo de luz.  
O branco foi preparado da mesma maneira com solução de etanol 4,5% (Pilsen e 
Malzbier) ou água Milli-Q (cerveja sem álcool) ao invés das amostras de cerveja. A curva 
de calibração foi preparada diariamente, com concentração de ácido gálico variando de 
1,0 a 8,0 mg/100mL. As leituras foram realizadas no espectrofotômetro a 740 nm. 
Os resultados foram expressos em EAG (equivalente de ácido gálico) por 100 mL 
de cerveja. 
2.2.2. Radical 2,2 difenil-1-picril-hidrazil (DPPH•) 
Para as análises de DPPH utilizou-se um método baseado no método de Brand-
Williams et al (1995) com modificação de tempo de espera, já que foi realizado teste de 
cinética (leitura após 1, 3, 6 e 9 horas de reação) e o teor de DPPH consumido só foi 
estabilizado após 6 horas (Figura 3). 






Figura 3: Teste de cinética em triplicata para a cerveja, realizado após 1, 3, 6 e 9 horas de 
reação com DPPH. 
 
Para as análises adicionou-se 100 µL de cerveja (Pilsen e sem álcool sem diluição 
e Malzbier diluída 1:2) e 3,9 mL de solução metanólica de DPPH (0,11 mol/L), tampou-se 
os tubos de ensaio e aguardou-se por 6 horas. O branco foi preparado com 100 µL de 
metanol ao invés das amostras e 3,9 mL de reagente DPPH.  
Curvas de calibração de ácido gálico, de ácido ascórbico e de trolox com 7 pontos 
foram preparadas com concentrações de 11 a 47 µmol/100mL, 45 a 183 µmol/100mL e 33 
a 132 µmol/100mL, respectivamente, sendo aguardadas 6 horas antes das leituras. 
Desses padrões, foram determinados os índices AAI (antioxidant activity índex) e ARP 
(antiradical power), segundo Scherer e Godoy (2009) e Brand-Willians (1995), 
respectivamente, com o objetivo de controle de variações entre os dias de análise. Para 
as amostras, foi calculada a capacidade antioxidante total em micromols equilavalentes 
de ácido gálico (EAG), ácido ascórbico (EAA) e trolox (ET). As leituras foram realizadas 
no espectrofotômetro a 517 nm ajustado com metanol puro. 
2.2.3. Potencial antioxidante de redução de ferro (FRAP) 
Para esta avaliação utilizou-se um método baseado no método de Benzie e Strain 
(1996). O FRAP foi preparado com uma parte de FeCl3.6H2O 20 mmol/L, uma parte de 
solução de TPTZ  10 mmol/L em HCl 40 mmol/L e dez partes de tampão acetato 300 
mmol/L pH 3,6. 





Em cada tudo de ensaio foi adicionado 2,4 mL de reagente FRAP, 240 µL de água 
destilada e 80 µL de amostra diluída (cerveja Pilsen e sem álcool diluição 1:4 e cerveja 
Malzbier diluição 1:8). Os tubos foram levados para banho-maria à 37 ºC por 15 minutos e 
ficaram protegidos da luz por mais 4 minutos antes da leitura. 
Foram utilizadas curvas de calibração de ácido gálico (5,9 a 29,4 µmol/100mL) e 
FeSO4.7H2O (62 a 500 µmol/100mL) para determinação da capacidade antioxidante total 
das amostras em micromoles equivalentes de ácido gálico e para determinação do valor 
de FRAP do padrão de ácido gálico, respectivamente. Também foram realizadas curvas 
de calibração de trolox (15,5 a 57,1 µmol/100mL) e ácido ascórbico (4,1 a 74,0 
µmol/100mL) para efeito de comparação. As leituras foram realizadas no 
espectrofotômetro a 593 nm.  
 
2.3 Análise Estatística 
 
As amostras foram analisadas em triplicata e os resultados comparados por 
análise de variância (ANOVA). A comparação de médias foi realizada pelo teste de Tukey 
utilizando-se o programa Statistica (StatSoft, versão 7.0) e considerando significativas as 
diferenças quando p ≤  0,05. 
 
3. Resultados e Discussão 
 
3.1. Compostos fenólicos totais 
 
A Tabela 1 apresenta o teor médio dos compostos fenólicos totais em relação aos 
tipos de cerveja, considerando latas e garrafas um mesmo grupo. Para este teste 
estatístico foram utilizadas 9 amostras de cada tipo de cerveja, já que a 5ª marca de 


















Tabela 1: Teor de compostos fenólicos totais (CFT) presentes nas amostras de cerveja 








* Valores representam a faixa do teor de CFT encontrado para as amostras em relação aos tipos 
de cerveja (9 marcas de cada tipo), considerando triplicatas de 3 lotes de latas e 3 lotes de 
garrafas um mesmo grupo. 
** Valores são a média do teor de CFT para cada faixa. Para letras iguais não há diferença 
significativa entre as amostras (p>0,05). EAG: equivalente em ácido gálico. 
 
Poejo (2009) encontrou em suas amostras de cerveja, de 29,3 a 115,9 mg 
EAG/100mL, e assim como neste estudo, obteve resultados que indicam as cervejas 
escuras com maior teor de fenólicos totais, e a cerveja sem álcool com o menor teor. 
A cerveja brasileira pode apresentar menor teor de compostos fenólicos pelo fato 
de, em sua grande maioria, levar na formulação grande quantidade de adjuntos, de modo 
que a proporção de cevada e lúpulo seja menor no produto final. 
A concentração média de fenólicos totais nas amostras analisadas equivale a 
cerca de um décimo do teor presente em vinho tinto (Poejo, 2009) e um quinto do teor em 
suco de uva (Frankel et al.,1998); um terço do teor em chá preto e cerca de um quarto do 
teor presente em chá verde, além de metade do teor em suco de laranja (Bravo et al., 
2006). 
A cerveja Pilsen brasileira contém quantidade similar a presente em “chimarrão” de 
erva tradicional no quarto extrato (Meinhart et al., 2010), e ao teor presente em vinho 
branco (Bravo et al., 2006) e a cerveja Malzbier possui teor similar ao do vinho rosé 
(Bravo et al., 2006).  
Levando-se em conta a embalagem utilizada para armazenagem, foi realizada 
uma comparação entre o teor de compostos fenólicos totais analisado em cada tipo de 
cerveja (Tabela 2). Para esta avaliação não foi considerada a marca “J” de cerveja 





Tipo de Cerveja 
Faixa de variação do 
Teor de CFT* 
( mg EAG /100mL)  
Média de CFT** 
 (mg EAG /100mL)  
Pilsen 18,62 – 24,87 21,83b 
Sem álcool 11,21 – 25,68 18,67c 
Malzbier 39,05 – 55,73 47,05a 





Tabela 2: Teor de compostos fenólicos totais (mg EAG /100mL) em relação ao tipo de 
embalagem utilizada. 
Tipo de Cerveja Tipo de Embalagem  
Faixa de variação 
do Teor de CFT* Média de CFT** 
Lata 18,62 – 22,69 20,86b Pilsen 
Garrafa 19,82 – 24,87 22,80a 
Lata 11,95 – 25,68 18,66a Pilsen sem álcool 
Garrafa 11,21 – 24,94 18,67a 
Lata 39,05 – 55,73 46,56a Malzbier 
Garrafa 39,15 – 53,09 46,95a 
* Valores representam a faixa do teor de CFT encontrado para as amostras em relação aos tipos 
de embalagem (5 marcas para Pilsen, 5 marcas para sem álcool e 4 marcas para Malzbier). 
** Valores são a média do teor de CFT para cada faixa. Para letras iguais não há diferença 
significativa nas amostras (p>0,05) entre lata e garrafa para cada tipo de cerveja. EAG: equivalente 
em ácido gálico. 
 
Para a cerveja Pilsen, a cerveja armazenada em lata apresentou menor teor de 
fenólicos totais que a embalada em garrafa, no entanto tanto para a Malzbier como para a 
cerveja sem álcool não houve diferença entre as embalagens, não sendo possível afirmar 
que determinada embalagem seja mais apropriada para evitar a degradação dos 
compostos fenólicos. 
Para a verificação de diferenças entre fabricantes, já que cada um obtém matérias-
primas e processos de fabricação diferentes, foi comparado o teor de compostos fenólicos 




































A 19,63 – 22,51 20,95a A 23,57 – 24,24 23,85a 
B 19,89 – 22,69 21,56a B 20,82 – 21,84 21,28b 
C 20,18 – 21,62 20,69a C 22,77 – 23,91 23,38a 
D 20,83 – 22,07 21,28a D 24,62 – 24,87 24,67a 
E 18,62 – 20,83 19,82a E 19,82 – 22,46 20,83b 













G 22,60 – 23,81 23,12a G 23,87 – 24,94 24,75a 
B 21,06 – 25,68 24,14a B 21,49 – 22,62 22,17b 
H 11,95 – 13,44 12,65c H 11,21 – 12,99 12,24e 
I 14,40 – 15,03 14,63c I 15,96 – 16,25 16,07d 














A 39,05 – 44,26 41,84b A 39,16 – 44,43 41,25b 
B 41,46 – 46,78 43,31b B 42,12 – 43,88 42,84b 
F 46,64 – 48,34 47,21b F 50,97 – 53,09 51,72a 
D 52,73 – 55,73 53,87a D 51,51 – 52,42 51,99a 
J - - J 49,04 – 50,09 49,46a 
* Valores representam a faixa de teor de CFT encontrado para as amostras em relação à cada 
marca de cerveja. 
** Valores são a média do teor de CFT para cada faixa. Letras iguais, para cada tipo de cerveja, na 
mesma coluna (lata e garrafa) não apresenta diferença significativa (p>0,05). EAG: equivalente em 
ácido gálico. 
 





Pode-se notar que a maior discrepância entre marcas se dá na cerveja tipo Pilsen 
sem álcool. Uma hipótese para que este fato ocorra, pode ser porque existem duas vias 
para produção de cerveja sem álcool, por interrupção da fermentação ou por remoção do 
álcool no final da produção, e quando se interrompe a fermentação, pode ser que haja 
impedimento de migração de parte dos polifenóis presentes nas matérias-primas, 
principalmente do lúpulo, para as cervejas (Poejo, 2009).  
Para a cerveja Malzbier, a marca D apresenta teor de compostos fenólico elevado 
em relação às outras marcas, especialmente em lata. Já para a cerveja Pilsen o teor 
destes compostos quase não apresenta diferenças. 
 
 
3.2. Radical 2,2 difenil-1-picril-hidrazil (DPPH •) 
 
Os índices calculados para as curvas de calibração de ácido gálico construídas a 
cada dia de avaliação, apresentaram em média um IC50 de 1,37 ± 0,07 com CV de 
4,97%, e um IAA de 30,78 ± 1,61 com CV de 5,24%. O EC50 apresentou média de 0,074 
± 0,003 enquanto o ARP 13,52 ± 0,56 com CVs de 5,24 e 4,11%, respectivamente. Estes 
índices estão próximos aos obtidos por Scherer e Godoy (2009) e Brand-Williams et al. 
(1995). Considerando que a metodologia aplicada neste trabalho possui 6 horas de 
reação, foram encontrados índices ligeiramente diferentes. 
 Para as curvas de trolox e ácido ascórbico, respectivamente, foram obtidos 
índices IC50 de 6,47 e 5,21; e IAA de 6,63 e 8,23. O valor encontrado para EC50 e ARP 
foram, respectivamente, 0,23 e 4,41 para trolox e de 0,27 e 3,76 para ácido ascórbico, 
estando bastante próximos aos apresentados por Brand-Williams et al. (1995). 
A Tabela 4 apresenta a capacidade antioxidante para cada tipo de cerveja, 
incluindo latas e garrafas em um mesmo grupo. Foram utilizadas 9 amostras de cada tipo 
de cerveja para este teste estatístico, já que a 5ª marca de Malzbier lata não foi 














Tabela 4: Capacidade antioxidante das amostras de cerveja Pilsen, sem álcool e Malzbier 
pelo ensaio DPPH. 
 
Letras diferentes indicam diferença significativa entre os tipos de cerveja (p<0,05) em cada coluna. 
Valores correspondem a média entre latas e garrafas avaliadas em triplicata (9 amostras de cada 
tipo de cerveja). EAG: equivalente em ácido gálico. ET: equivalente em trolox; EAA: equivalente 
em ácido ascórbico. 
 
 
A capacidade antioxidante da cerveja Malzbier foi claramente maior que a 
capacidade antioxidante da cerveja Pilsen e sem álcool pelo ensaio DPPH. Resultado que 
pode ser correlacionado com o maior teor de compostos fenólicos encontrados (Tabela 1). 
No entanto, as cervejas Pilsen e a Pilsen sem álcool não apresentaram diferenças 
significativas entre si. 
Freitas et al. (2006) encontraram em suas amostras de cerveja, uma capacidade 
antioxidante cerca de três vezes maior que a encontrada neste estudo, no entanto os 
valores entre cervejas escuras e claras foram similares, enquanto que nesta avaliação a 
cerveja Malzbier mostrou-se com capacidade mais de 100% superior. 
Zhao et al. (2010) relatam que através do ensaio DPPH as cervejas analisadas 
apresentaram de 24 a 135 µmol ET/100mL, sendo quase todas chinesas. Embora a 
grande maioria de suas amostras tenha estado abaixo de 70 µmol ET/100mL, os 
resultados são similares aos encontrados neste trabalho. Picinelli Lobo et al. (2009) 
encontraram em cidras uma média de 290 µmol EAA/100mL de atividade anti-radical, 
resultado próximo a cerveja Malzbier. 
A Tabela 5 compara a capacidade antioxidante das amostras entre cada 








Tipo de Cerveja 
Capacidade 
antioxidante 
 (µmol EAG/ 100mL) 
Capacidade 
antioxidante 
(µmol ET/ 100mL) 
Capacidade 
antioxidante 
(µmol EAA/ 100mL) 
Pilsen 30,78 b 102,13b 116,94b 
Sem álcool 33,06 b 102,56b 177,49b 
Malzbier 76,57a 238,68a 275,57a 





Tabela 5: Capacidade antioxidante (µmol EAG/100mL) das amostras pelo ensaio de DPPH, 
em relação ao tipo de embalagem utilizada. 
Tipo de Cerveja Tipo de Embalagem  Faixa de variação * Média ** 
Lata 23,99 – 35,24 30,12a Pilsen 
Garrafa 26,21 – 35,47 31,81a 
Lata 19,73 – 51,96 30,46a Pilsen sem álcool 
Garrafa 17,27 – 57,28 37,66a 
Lata 63,82 – 92,92 77,01a Malzbier 
Garrafa 56,96 – 88,93 74,23a 
* Valores representam a faixa da capacidade antioxidante encontrada para as amostras em 
relação aos tipos de embalagem (5 marcas para Pilsen, 5 marcas para sem álcool e 4 marcas para 
Malzbier). 
** Valores são a média da capacidade antioxidante para cada faixa. Para letras iguais não há 
diferença significativa nas amostras (p>0,05) entre lata e garrafa para cada tipo de cerveja. EAG: 
equivalente em ácido gálico 
 
Novamente, as duas embalagens utilizadas não influenciaram na capacidade 
antioxidante dos diferentes tipos de cerveja. Nem mesmo na cerveja tipo Pilsen, a qual 
apresentou diferenças significativas no teor de compostos fenólicos totais em cerveja 
embalada em lata e em garrafa (Tabela 2). 
































Tabela 6: Diferenças de capacidade antioxidante (µmol EAG/100mL) das amostras entre 
marcas pelo ensaio de DPPH. 
Pilsen  
Lata Garrafa 
Marca Faixa de variação * Média** Marca 
Faixa de 
variação * Média** 
A 28,73 – 31,41 29,95a A 31,60 – 32,29 32,05ab 
B 23,99 – 30,46 28,09a B 30,13 – 32,51 31,01b 
C 28,69 – 35,24 32,56a C 30,84 – 32,90 31,85ab 
D 28,26 – 33,22 30,72a D 34,90 – 35,47 35,18a 
E 27,16 – 31,56 29,29a E 26,21 – 31,16 28,94b 
Pilsen sem álcool  
Lata Garrafa 
Marca Faixa de variação * Média** Marca 
Faixa de 
variação * Média** 
G 32,49 – 35,55 33,72ab G 52,44 – 56,81 54,96a 
B 38,61 – 51,96 43,07a B 35,02 – 57,28 44,56a 
H 19,73 – 33,79 24,42b H 17,27 – 20,02 18,97b 
I 21,35 – 21,93 21,68b I 42,47 – 44,09 43,52a 
F 27,28 – 32,91 29,45ab F 25,42 – 26,82 26,29b 
Malzbier  
Lata Garrafa 
Marca Faixa de variação * Média** Marca 
Faixa de 
variação * Média** 
A 68,42 – 71,27 69,56b A 56,95 – 67,43 61,12b 
B 63,82 – 65,66 64,89b B 65,73 – 67,19 66,45b 
F 78,69 – 84,75 81,39a F 79,27 – 88,93 82,59a 
D 91,26 – 92,92 92,19a D 86,11 – 87,22 86,74a 
J - - J 83,85 – 84,77 84,20a 
* Valores representam a faixa de capacidade antioxidante encontrada para as amostras em 
relação à cada marca de cerveja. 
** Valores são a média da capacidade antioxidante para cada faixa. Letras iguais, para cada tipo 
de cerveja, na mesma coluna (lata e garrafa) não apresenta diferença significativa (p>0,05). EAG: 










Os diferentes processos de fabricação e matérias-primas utilizadas resultaram em 
diferentes capacidades de captura do radical DPPH. A cerveja sem álcool apresentou 
para algumas marcas, valores mais de 100% superiores a outras. As marcas F, D e J de 
cerveja Malzbier apresentaram a maior capacidade antioxidante encontrada, superior a 
80,0 µmol EAG/ 100mL. 
Embora de uma maneira geral a embalagem não tenha influenciado na 
capacidade antioxidante das amostras (Tabela 5), a cerveja sem álcool marcas G e I 
apresentaram uma grande discrepância, na qual a lata apresenta diferença de quase 40 e 
50% em relação à garrafa, respectivamente, na capacidade antioxidante medida pelo 
ensaio DPPH. 
 
3.3. Potencial antioxidante de redução de ferro (FR AP) 
 
O valor de FRAP obtido através da curva de Fe2SO4 foi de 2,3 em média para o 
Trolox, valor similar ao apresentado por Brand-Williams (1995). Para o ácido gálico e 
ácido ascórbico foram, 7,2 e 4,3 respectivamente. 
A Tabela 7 apresenta o potencial antioxidante de redução do ferro para as 
cervejas tipo Pilsen, sem álcool e Malzbier incluindo as duas embalagens analisadas. Na 
análise estatística foram avaliadas 9 amostras de cada tipo de cerveja (não foi encontrada 
no mercado a 5ª marca de Malzbier lata). 
 
Tabela 7: Capacidade antioxidante das amostras das cervejas pelo ensaio FRAP. 
 
Letras diferentes indicam diferença significativa entre os tipos de cerveja (p>0,05) em cada coluna. 
Valores correspondem a média entre latas e garrafas avaliadas em triplicata (9 amostras de cada 
tipo de cerveja). EAG: equivalente em ácido gálico. ET: equivalente em trolox; EAA: equivalente 
em ácido ascórbico. 
 
A capacidade de redução do ferro encontrada para as cervejas Pilsen é similar a 
de suco de maçã despectinizado e fermentado de maçã Fuji, 190,9 e 185,3 µmol ET/ 
100mL respectivamente. E a capacidade antioxidante da cerveja Malzbier é próxima ao 
Tipo de Cerveja  
Capacidade 
antioxidante 
 (µmol EAG/ 100mL) 
Capacidade 
antioxidante 
(µmol ET/ 100mL) 
Capacidade 
antioxidante 
(µmol AA/ 100mL) 
Pilsen 46,51b 136,49b 102,05b 
Sem álcool 34,47c 99,60c 72,46c 
Malzbier 115,79a 314,36a 245,50a 





suco de maçã despectinizado 437,6 µmol ET/ 100mL e fermentado de maçã Gala, 359,4 
µmol ET/ 100mL (Zardo et al., 2009). 
A Tabela 8 apresenta a capacidade antioxidante pelo ensaio FRAP em cada tipo 
de cerveja, levando-se em conta a embalagem utilizada para armazenagem. Para 
aplicação do teste estatístico não foi considerada a marca “J” de cerveja Malzbier garrafa. 
 
 
Tabela 8: Capacidade antioxidante (µmol EAG/ 100mL) pelo ensaio FRAP em relação ao 
tipo de embalagem utilizada. 
Tipo de Cerveja Tipo de Embalagem  Faixa de variação * Média ** 
Lata 36,47 – 51,03 43,57b Pilsen 
Garrafa 40,93 – 55,55 48,03a 
Lata 21,46 – 52,47 37,60a Pilsen sem álcool 
Garrafa 21,32 – 44,69 34,00a 
Lata 96,29 – 153,97 117,76a Malzbier 
Garrafa 82,82 – 147,53 109,14a 
* Valores representam a faixa da capacidade antioxidante encontrada para as amostras em 
relação aos tipos de embalagem (5 marcas para Pilsen, 5 marcas para sem álcool e 4 marcas para 
Malzbier). 
** Valores são a média da capacidade antioxidante para cada faixa. Para letras iguais não há 
diferença significativa nas amostras (p>0,05) entre lata e garrafa para cada tipo de cerveja. EAG: 
equivalente em ácido gálico 
 
 
Assim como o teor de fenólicos totais (Tabela 1) a cerveja Pilsen apresenta a 
garrafa como embalagem mais apropriada para potencial de redução do ferro (Tabela 8). 
A comparação da capacidade antioxidante das amostras analisadas entre as 



















Tabela 9: Potencial de redução do ferro (µmol EAG/100mL) entre as marcas avaliadas. 
Pilsen  
Lata Garrafa 
Marca Faixa de variação * Média** Marca 
Faixa de 
variação * Média** 
A 36,47 – 44,62 41,84ab A 47,68 – 50,99 49,64a 
B 42,13 – 47,75 45,19ab B 42,36 – 44,82 43,56b 
C 36,52 – 43,61 39,37b C 49,50 – 55,20 51,48a 
D 47,25 – 51,03 48,91a D 49,94 – 55,55 52,43a 
E 40,28 – 45,34 42,56ab E 40,93 – 46,77 43,00b 
Pilsen sem álcool  
Lata Garrafa 
Marca Faixa de variação * Média** Marca 
Faixa de 
variação * Média** 
G 43,83 – 50,56 46,61a G 41,78 – 44,69 43,05a 
B 38,97 – 52,48 47,75a B 42,31 – 42,54 42,37a 
H 21,46 – 24,84 23,68b H 21,32 – 24,15 23,04d 
I 27,92 – 28,65 28,23b I 25,39 – 26,33 25,84c 
F 40,31 – 42,87 41,74a F 34,81 – 38,56 35,69b 
Malzbier  
Lata Garrafa 
Marca Faixa de variação * Média** Marca 
Faixa de 
variação * Média** 
A 97,39 – 110,92 103,13b A 82,82 – 87,47 85,71b 
B 96,29 – 107,00 101,86b B 85,02 – 103,43 96,78b 
F 106,97 – 122,96 117,50b F 117,56 – 127,44 
 
123,01a 
D 140,41 – 153,97 148,55a D 122,21 – 147,53 131,04a 
J - - J 133,41 – 136,82 134,57a 
* Valores representam a faixa de capacidade antioxidante encontrada para as amostras em 
relação à cada marca de cerveja. 
** Valores são a média da capacidade antioxidante para cada faixa. Letras iguais, para cada tipo 
de cerveja, na mesma coluna (lata e garrafa) não apresenta diferença significativa (p>0,05). EAG: 










A Cerveja sem álcool apresentou os valores mais discrepantes entre as amostras 
e a Malzbier novamente aparece como o tipo de cerveja com maior capacidade 
antioxidante. A marca “B” que fabrica os três tipos de cerveja analisadas, apresenta 





A concentração de compostos fenólicos nas cervejas brasileiras analisadas é 
equivalente ao vinho branco (cerveja Pilsen e sem álcool) e ao vinho rosé (cerveja 
Malzbier). A cerveja Malzbier apresentou a maior capacidade antioxidante através de 
ambos os métodos aplicados, corroborando com o maior teor de fenólicos totais 
presentes, e a cerveja sem álcool é a que mais apresentou diferenças de teor de fenólicos 
totais e capacidade antioxidante entre as marcas analisadas de um mesmo tipo de 
cerveja. 
Houve relação direta entre o teor de fenólicos totais e os ensaios realizados, o que 
indica uma forte influência destes compostos sobre a atividade antioxidante das cervejas, 
no entanto a comparação do tipo de embalagem utilizada resultou em relevâcia somente 
para a cerveja Pilsen, no teor de fenólicos totais e capacidade de redução do ferro, não 
possuindo influência nas cervejas sem álcool e Malzbier. 
Se consumida com moderação, a cerveja pode ser um alimento auxiliar como 




Ao CNPq pela bolsa de doutorado concedida. 
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Compostos carbonílicos, particularmente aldeídos, têm papel importante na deterioração 
do aroma e sabor da cerveja durante a estocagem e o trans-2-nonenal parece ser uma 
das principais causas do sabor envelhecido. Muitos métodos analíticos para determinação 
de aldeídos em cerveja têm sido desenvolvidos. Neste trabalho foi utilizado o método de 
headspace com microextração em fase sólida e identificação e quantificação em 
cromatógrafo gasoso acoplado a espectrômetro de massas (HS-SPME-GCMS). Foram 
analisadas cinco marcas da cerveja tipo Pilsen, cinco marcas da Pilsen sem álcool e 
quatro marcas de cerveja tipo Malzbier em lata. As condições cromatográficas foram: 
inicio em temperatura de 60ºC e fim em 200ºC. Utilizou-se coluna 5%-fenil-
metilpolisiloxano (HP-5MS). O gás de arraste (hélio) teve vazão constante de 1,0 mL/min. 
Os íons monitorados para a quantificação (m/z) foram 55, 70 e 83 (fonte de ionização de 
70eV). O teor de trans-2-nonenal encontrado variou de 0,11 a 0,46 µg/L, estando acima 
de seu threshold (0,1 µg/L). A partir da aplicação do teste estatístico t student foi 
encontrada diferença significativa entre amostras de um mesmo tipo de cerveja, porém 
não houve diferença significativa entre os três tipos de cerveja analisados. 
 
Palavras-chave: (E)-2-nonenal, cerveja, SPME, GC-MS 
 






Carbonyl compounds, aldehydes particularly, are important for aroma and taste 
deterioration during beer storage, and E-2-nonenal seems to be the major cause of the 
aged flavor. Many analytical methods for aldehydes determination in beer have been 
developed. In this work, was used a headspace solid phase micro extraction method for 
compound isolation and identification and quantification were made by gas 
chromatography coupled to mass spectrometer (HS-SPME-GC-MS). Five brands of beer 
Pilsen type, five brands of alcohol-free Pilsen and four brands of Malzbier beer type in 
cans were examined. The chromatographic conditions were: start at temperature of 60 ºC, 
and had an end at 200 °C. It was used column 5%-phe nyl-methylpolysiloxane (HP-5MS). 
The carrier gas (helium) flow rate was constant at 1.0 mL / min. Monitored ions for 
quantification (m / z) were 55, 70 and 83 (source of ionization of 70eV). The E-2-nonenal 
levels ranged from 0.11 to 0.46 µg / L, above its threshold (0,1 µg/L). Applying the Student 
t statistical test, significant difference was found between samples of the same type of 
beer, but not significant difference between the three types of analyzed beer. 
 
Keywords: (E)-2-nonenal, beer, HS-SPME, GCMS








A estabilidade do sabor é um fator de qualidade importante para a cerveja. O 
conhecimento neste campo foi resumido por diversos autores (Brown, 1989; Dalgliesh, 
1977; Devreux, Blockmans e Van de Meersche, 1981; Drost et al., 1974; Narziss, 1986, 
Saison et al., 2009). No atual momento de mercado globalizado, o crescimento verificado 
na exportação da cerveja, tem aumentado a demanda por pesquisas sobre os fatores que 
afetam seu aroma e gosto, afim de prolongar a vida de prateleira (Guyot-Declerck et al., 
2005; Pinho et al., 2006; Vanderhaegen, 2006; Guido et al., 2005).  
Neste contexto, estudos têm sido realizados com o intuito de discutir a 
conservação da cerveja, sabendo-se que está diretamente relacionada à temperatura de 
estocagem (Wackerbauer e Hardt, 1997; Madigan e Perez, 1998 e Wang e Siebert, 1974), 
ao pH (Kaneda et al., 1997) e aos níveis de oxigênio a que é exposta (Drost et al., 1990 e 
Bamforth, 2000). 
Do ponto de vista analítico o trans-2-nonenal é um dos compostos mais citados ao 
se relacionar aumento de concentração de composto com oxidação de cerveja 
(Meilgaard, 1975; Liegeois et al., 2002; Santos et al., 2003, Saison et al., 2009). Seu 
threshold é bastante baixo, cerca de 0,1 µg/L na cerveja fresca (Meilgaard, 1975), e 
apesar de ser característico em cervejas envelhecidas, muitas vezes o sabor oxidado é 
encontrado em cervejas com cerca de 3 meses de vida de prateleira (Santos et al., 2003). 
Muitas pesquisas têm sido realizadas para tentar identificar a origem dos 
compostos responsáveis pelo sabor envelhecido na cerveja. Acredita-se que as oxidações 
enzimáticas e não enzimáticas dos lipídios sejam os principais mecanismos responsáveis 
pela geração do trans-2-nonenal (Drost et al., 1990). Assim sendo, o pH da cerveja 
durante seu envelhecimento também aparenta ter forte influência sobre a formação deste 
composto (Guyot-Declerck et al., 2005). 
Diversos métodos analíticos para determinação de aldeídos em cerveja têm sido 
desenvolvidos, e bons resultados foram obtidos utilizando extração líquido-líquido (Tressl 
et al., 1978) e destilação (Barret, Hasley e Peppard, 1983), no entanto estes métodos são 
complicados e não muito seletivos (Vesely et al., 2003). 
A microextração em fase sólida (SPME) é uma técnica de preparo de amostra 
desenvolvida por Pawliszyn e colaboradores em 1990 (Arthur e Pawliszyn, 1990; Zhang et 
al., 1994) que utiliza uma fibra de sílica fundida recoberta por uma fase estacionária 





apropriada. O analito entra em equilíbrio com a fibra de acordo com sua afinidade pela 
fase sólida. Em contraste com as técnicas convencionais de preparo de amostra, a SPME 
é um método que não utiliza solventes e permite que as etapas de extração e 
concentração sejam feitas num único procedimento (Beltran et al., 2000), podendo ser 
facilmente acoplada à cromatografia líquida de alta eficiência e à cromatografia a gás 
(Yang et al., 1999). A cromatografia a gás apresenta diversas vantagens, como rapidez, 
alta eficiência, alta sensibilidade, alta precisão, necessidade de pouca quantidade de 
amostra e simplicidade em relação ao CLAE (Mcnair e Miller, 1997).  
Assim sendo, o objetivo do presente trabalho foi quantificar o trans-2-nonenal em 
cervejas brasileiras, nos tipos mais consumidos no país, Pilsen e Malzbier, assim como na 
Pilsen sem álcool, utilizando HS-SPME como técnica de extração, e cromatografia gasosa 
acoplada a espectrometria de massas como técnica de análise. 
 




As amostras de cerveja foram adquiridas nos supermercados da região de 
Campinas com datas de validade próximas ao seu vencimento, sendo compostas por três 
lotes de cada amostra em lata de 350 mL. Foram analisadas 5 marcas da cerveja tipo 
Pilsen (fabricante A, B, C, D e E), 5 marcas da Pilsen sem álcool (fabricante B, F, G, H e I) 
e 4 marcas de cerveja tipo Malzbier (A, B, D e F).  
Os materiais utilizados no experimento foram adquiridos das empresas Varian 
(fibra utilizada para extração HS-SPME), Sigma-Aldrich (padrão do composto trans-2-
nonenal 97% de pureza), Vetec (etanol grau HPLC), e Merck (ácido fosfórico). A água foi 
purificada através do sistema MilliQ (Millipore). 
 
2.2. Preparo da amostra e análise 
 
A determinação do trans-2-nonenal foi realizada baseando-se no método 
desenvolvido por Scherer et al. (2009). Todas as análises foram realizadas em triplicata.  
As amostras foram colocadas no ultrasson por 30 segundos antes da extração, 
para remoção parcial do gás carbônico, e então o analito foi extraído das amostras de 
cerveja em fibra mista (Carboxen/PDMS- 75µm) pelo método de headspace com 





microextração em fase sólida (HS-SPME) e injeção através de dispositivo (holder) 
manual.  
A extração foi realizada em frasco de 23 mL com 10 mL de amostra, extraídos a 
50ºC utilizando agitação com barra magnética, com tempo de equilíbrio de 15 minutos e 
tempo de extração de 90 minutos. O tempo de dessorção da fibra no injetor foi 10 minutos 
e o período de splitless de 2 minutos. 
A identificação e quantificação foram realizadas por GCMS em um cromatógrafo 
gasoso (Shimadzu 17A) acoplado ao espectrômetro de massas (Shimadzu QP 5000). Foi 
utilizada a coluna 5%-fenil-metilpolisiloxano (HP-5MS) de 30 metros, 0,25 mm de diâmetro 
interno e 0,25 µm de espessura de fase estacionária (J&W Scientific). 
 No cromatógrafo a gás a temperatura do injetor foi de 280ºC e na interface 
GC/MS 240ºC. A fonte de ionização foi configurada em 70eV. A corrida se iniciou com 
60ºC e rampa de aquecimento de 3 ºC/min até atingir 100ºC, em seguida rampa de 10 
ºC/min até atingir 200ºC e então permanência a 200ºC por 7 minutos para limpeza da 
coluna. 
O gás hélio foi utlizado como gás de arraste a uma vazão constante de 1,0 
mL/min. Os íons monitorados para a quantificação (m/z) foram 55, 70 e 83.  
 
2.3. Validação do Método 
 
A quantificação do trans-2-nonenal foi realizada através de calibração externa, 
com padrão diluído em solução de água com 5% de etanol, e pH ajustado para 4,5 com 
ácido fosfórico, nas concentrações 1,27; 0,59; 0,25; 0,11; 0,05 e 0,08 µg/L. Todas as 
avaliações foram realizadas em triplicata.  
O limite de detecção foi estimado por diluições sucessivas do padrão de 
concentrações conhecidas, até a determinação da menor quantidade detectável como 
sendo três vezes o valor da amplitude do ruído do equipamento (S/R≥3) (Ribani et al., 
2004). O limite de quantificação foi considerado como sendo duas vezes o limite de 
detecção. 
Para a avaliação da exatidão do método (Rodriguez et al., 1995; Ribani et al., 
2004), foram realizados testes de recuperação do padrão adicionado. Para essa 
determinação, analisou-se inicialmente, o teor de trans-2-nonenal naturalmente presente 
em uma matriz de cerveja, através da média de 10 análises. Posteriormente, adicionou-se 





0,05 µg/L no nível 1 e 0,59 µg/L no nível 2, calculando-se a recuperação de acordo com 
Rodriguez et al. (1995), através da seguinte equação: 
 
Recuperação = (Concentração encontrada – Concentração amostra)  x 100% 
                                                 Concentração adicionada 
 
A precisão foi avaliada através da precisão intermediária e da repetibilidade do 
método. A repetibilidade foi realizada através de dez determinações consecutivas, nos 
níveis de concentração de trans-2-nonenal encontrados nas matrizes e em dois níveis de 
concentração de trans-2-nonenal adicionados, e calculada de acordo com Ribani et al. 
(2004). A precisão intermediária foi realizada através de três determinações consecutivas, 
nos mesmos níveis adicionados, realizadas em três diferentes dias (Ribani et al., 2004). 
 
2.4. Análise Estatística 
 
Realizou-se teste estatístico Anova e Tukey, utilizando-se o programa Estatística 
(versão 7.0), e considerando significativas as diferenças quando p ≤  0,05 (ANOVA/teste 
de Tukey). 
 
3. Resultados e Discussão 
 
3.1 Validação do Método  
 
Para identificação do trans-2-nonenal foi utilizado o detector de massas no modo 
de varredura (full scan), sendo identificado no tempo de retenção de 13,1 minutos. O 
espectro de massas obtido encontra-se na Figura 1. 






Figura 1: Espectro de massas do trans-2-nonenal (software Class 5000). 
 
Foram então selecionados para quantificação do trans-2-nonenal os íons (m/z) 55, 
70 e 83 através do modo SIM (selected ion monitoring), sendo obtido para o padrão de 




Figura 2: Cromatograma obtido da solução padrão de trans-2-nonenal, no modo SIM, 
massas 55, 70 e 83. 
 
Para a construção da curva de calibração foram utilizadas as concentrações de 
0,08 a 1,27 µg/L de trans-2-nonenal, obtendo-se R2 = 0,9993, indicando ótima linearidade. 
Outros autores, utilizando diferentes métodos de extração, obtiveram o mesmo 
valor, como Ochiai et al. (2003), ou semelhantes, como Vesely et al. (2003), que 
encontraram R2 = 0,9944. Scherer et al. (2009) obtiveram uma linearidade de R2 = 0,9994, 
valor similar ao encontrado neste trabalho.  
O limite de detecção encontrado foi de 0,008 µg/L e o limite de quantificação 0,017 
µg/L. A recuperação obtida para o nível 1 foi de 92,5% e para o nível 2 de 106,6%. Os 





valores de recuperação também estão próximos ao obtido por Scherer et al. (2008), 
96,5%, e acima do encontrado por Vesely et al. (2003), 89%.  
A repetibilidade foi realizada através de dez determinações consecutivas, nos 
níveis de concentração de trans-2-nonenal encontrados nas matrizes e com adição em 
dois níveis de concentração, conforme apresenta a Tabela 1. 
 
 
Tabela 1: Repetibilidade de trans-2-nonenal em cerveja. 
 * Média dos valores ± estimativa do desvio padrão 
 
Os valores obtidos para a precisão intermediária estão apresentados na Tabela 2: 
 
Tabela 2: Concentrações de trans-2-nonenal em cerveja em três diferentes dias para 
avaliação da precisão intermediária. 
Níveis 
Adicionados Concentrações Dia 1 Concentrações Dia 2 Concentraçõ es Dia 3 
CV%  
(3 dias) 
0,24 0,24 0,24 
0,24 0,25 0,25 
0,24 0,23 0,26 
Naturalmente
presentes 
0,24 ± 0,00; 0,70%* 0,24 ± 0,01; 4,13%* 0,25 ± 0,01; 3,34%* 
   2,38 
 0,27 0,31 0,31 
0,28 0,29 0,29 
0,29 0,32 0,28 
Adição  
Nível 1  
(0,05 µg/L) 
0,28 ± 0,01; 3,00%* 0,31 ± 0,02; 5,02%* 0,29 ± 0,02; 5,33%* 
   4,24 
 0,89 0,88 0,81 
0,85 0,91 0,85 
0,87 0,90 0,92 
Adição  
Nível 2  
(0,59 µg/L) 
0,87 ± 0,02; 2,21%* 0,90 ± 0,01; 1,11%* 0,86 ± 0,06; 6,63%* 
   2,22 
      * Média dos valores ± estimativa do desvio padrão;%CV 
Concentração de 
T2N naturalmente 
presente ( µg/L)  
CV% 
Concentração de 
T2N com adição de 
0,05 µg/L  
CV% 
Concentração de 
T2N com adição de 
0,59 µg/L  
CV% 
0,24 0,27 0,89 
0,24 0,28 0,85 
0,24 0,29 0,87 
0,25 0,28 0,86 
0,24 0,29 0,86 
0,25 0,29 0,86 
0,24 0,29 0,83 
0,23 0,30 0,87 
0,25 0,30 0,89 
0,25 0,29 0,92 
0,24 ± 0,01 * 
2,65 
0,29 ± 0,01 * 
3,28 
0,87 ± 0,03 * 
2,90 





A repetibilidade do método mostrou-se excelente, estando com menor variação 
entre as análises do que a conseguida por Vesely et al. (2003), que obteve 8%; Scherer et 




3.2 Resultados das Amostras  
 
A Figura 3 apresenta o detalhamento dos cromatogramas obtidos para a cerveja 
Pilsen, sem álcool e Malzbier. 
 
 
Figura 3: Detalhamento dos cromatogramas obtidos em amostra de cerveja tipo Pilsen 
(A), sem álcool (B) e Malzbier (C), no modo SIM, os íons monitorados para a 
quantificação (m/z) foram 55, 70 e 83. 
 
 
O teor de trans-2-nonenal obtido nas cervejas tipo Pilsen, Malzbier e Pilsen sem 










 Tabela 3: Teor de trans-2-nonenal na cerveja Pilsen. 
Marca Lote Concentração ( µg/L)  desvio padrão CV% 
1 0,24 0,01 2,03 
2 0,21 0,01 5,97 
3 0,23 0,01 2,48 
A 
 
Média  0,23 a 0,01 6,23 
     
1 0,22 0,01 6,61 
2 0,22 0,02 6,97 
3 0,18 0,01 2,71 
 B  
Média 0,21  ab 0,02 10,53 
     
1 0,24 0,01 6,04 
2 0,37 0,02 4,12 
3 0,24 0,01 3,90 
C  
Média 0,28  c 0,07 26,26 
     
1 0,12 0,01 7,65 
2 0,22 0,01 4,34 
3 0,16 0,01 5,96 
D 
Média 0,16 b 0,05 30,45 
     
1 0,21 0,01 4,96 
2 0,27 0,02 7,59 
3 0,25 0,01 4,03 
E 
Média 0,25 ac 0,03 12,98 
CV%: % coeficiente de variação. 
Letras iguais: não há diferença significativa entre as marcas (p>0,05). 
 
Tabela 4: Teor de trans-2-nonenal na cerveja Malzbier. 
Marca Lote Concentração ( µg/L)  desvio padrão CV% 
1 0,20 0,01 5,17 
2 0,24 0,02 6,97 
3 0,28 0,01 4,05 
 A 
Média 0,24 a 0,03 13,86 
     
1 0,14 0,00 2,91 
2 0,11 0,00 1,63 
3 0,16 0,02 9,76 
B 
Média 0,14 b 0,03 17,69 
     
1 0,35 0,01 1,76 
2 0,19 0,00 1,87 
3 0,25 0,02 6,58 
D 
Média 0,26  a 0,08 31,23 
     
1 0,27 0,00 1,12 
2 0,24 0,00 1,83 
3 0,20 0,01 5,99 
F 
Média 0,24 a 0,04 16,21 
CV%: % coeficiente de variação. 
Letras iguais: não há diferença significativa entre as marcas (p>0,05). 





Tabela 5: Teor de trans-2-nonenal na cerveja Pilsen sem álcool. 
Marca Lote Concentração ( µg/L)  desvio padrão  CV% 
1 0,24 0,01 2,57 
2 0,26 0,01 4,15 
3 0,24 0,00 1,81 
B 
Média 0,25 a 0,01 4,84 
     
1 0,12 0,01 7,33 
2 0,14 0,01 7,21 
3 0,12 0,01 3,69 
F 
Média 0,13 b 0,01 5,90 
     
1 0,31 0,02 7,87 
2 0,24 0,01 2,97 
3 0,19 0,01 5,29 
G 
Média 0,29 a 0,06 22,61 
     
1 0,15 0,01 3,61 
2 0,19 0,02 10,39 
3 0,15 0,02 10,44 
H  
Média 0,17  ab 0,02 14,05 
     
1 0,46 0,01 2,95 
2 0,12 0,00 3,73 
3 0,15 0,00 0,47 
I 
Média 0,24 a 0,19 78,12 
CV%: % coeficiente de variação. 
Letras iguais: não há diferença significativa entre as marcas (p>0,05). 
 
 
Os resultados demonstram que nas cervejas brasileiras analisadas o teor de trans-
2-nonenal está acima do threshold indicado por Saison et al. (2009) (0,03 µg/L); 
Palamand e Hardwick (1969) e Van Eerde e Strating (1981) (0,05 µg/L) e por Meilgaard 
(1975) (0,1µg/L). Outros autores, no entanto, indicam um threshold mais alto, em torno de 
0,1-0,3 µg/L (Ochiai et al., 2003) e 0,5 µg/L (Jamieson e Van Gheluwe, 1970). 
O teor encontrado neste estudo é similar aos encontrados por Drost (1990) de 
0,10 a 0,25 µg/L e por Scherer et al. (2008), com valores de 0,17 a 0,42 µg/L em cervejas 
brasileiras. Já Saison et al. (2009) encontrou em cervejas belgas frescas de 0,05 a 0,09 
µg/L de trans-2-nonenal, enquanto que Hughes e Baxter (2001) obtiveram resultados de 
0,01 a 2,0 µg/L do aldeído na bebida. 
 Pode-se notar também que o alto CV% entre lotes, chegando a 78,12% na 
amostra (I) Pilsen sem álcool, demonstra grande variação no controle deste aldeído para 
alguns fabricantes. Os CV% encontrados para as cervejas aqui analisadas em suas 





triplicatas, são semelhantes aos obtidos por Vanderhaegen et al. (2007), de 1,96 a 7,57% 
para marcadores de envelhecimento de cervejas. 
 
A Tabela 6 apresenta a comparação das médias do teor presente na cerveja tipo 
Pilsen, tipo Pilsen sem álcool e tipo Malzbier. 
 
Tabela 6: Média do teor de trans-2-nonenal presente em cada tipo de cerveja analisado. 
Tipo 
Concentração 
(µg/L) Desvio padrão CV% 
Pilsen 0,23 a 0,04 19,47 
    
Pilsen sem 
Álcool  0,21
 a 0,06 27,03 
    
Malzbier   0,22 a 0,06 24,94 
CV%: % coeficiente de variação para as médias obtidas para cada tipo de cerveja. 
Letras iguais: não há diferença significativa entre as amostras (p>0,05). 
 
Vanderhaegen et al. (2007) afirmam que a reação de Maillard é mais proeminente 
durante o envelhecimento de cervejas escuras e com maior teor alcoólico, pois possuem 
mais intermediários de reação, que são reativos para a formação de muitos e diferentes 
off-flavours. 
Não foram encontradas diferenças significativas (p ≤ 0,05) no teor de trans-2-
nonenal entre os tipos de cerveja (Pilsen, Pilsen sem álcool e Malzbier). Este resultado 
poderia ser explicado, já que a concentração de aldeídos é afetada pela formação de 
aductos com aminoácidos e proteínas (Noel e Collin, 1995), assim como pelas diferenças 
na oxidação lipídica durante a produção e estocagem da cerveja, além de reações com 
álcool, água ou sulfito (Dufour et al., 1999). Vanderhaegen et al. (2007) também não 
encontraram diferença significativa no teor de aldeídos para cervejas escuras ou claras, 
com mais ou menos álcool. 
A Tabela 7 apresenta a comparação das médias do teor de trans-2-nonenal 











Tabela 7: Média do teor de trans-2-nonenal presentes em diferentes tipos produzidos pelo 
mesmo fabricante 
Marca Tipo Concentração ( µg/L)  
Desvio 
padrão CV% 
Pilsen 0,23 a 0,01 6,23 
- - - - A  
Malzbier 0,24 a 0,03 13,86 
     
Pilsen 0,21 a 0,02 10,53 
Sem álcool 0,25 ab 0,01 4,84 B  
Malzbier  0,14 ac 0,03 17,69 
     
Pilsen 0,16 a 0,05 30,45 
- - - - D  
Malzbier 0,26 b 0,08 31,23 
     
- - - - 
Sem álcool 0,13 a 0,01 5,90 F  
Malzbier 0,24 b 0,04 16,21 
CV%: % coeficiente de variação. 
Letras iguais: não há diferença significativa entre as amostras (p>0,05) para cada marca 
de cerveja. 
 
Em uma avaliação por fabricante, nota-se que a marca “B”, que produz os três 
tipos de cerveja analisados, mostra diferença significativa entre os tipos Pilsen sem álcool 
e Malzbier, enquanto que o tipo Pilsen não se diferenciou dos demais. 
As cervejas tipos Pilsen sem álcool e Malzbier do fabricante “F” apresentam 
diferença significativa no teor de trans-2-nonenal, enquanto que a marca “D” apresenta 
diferença significativa entre os tipos Pilsen e Malzbier. Para a marca “A” não foi 
encontrada diferença significativa entre os tipos produzidos, Pilsen e Malzbier. 
Estes resultados demonstram que na comparação do teor de trans-2-nonenal para 
os 3 tipos de cerveja avaliados, para todas as amostras analisadas, ou para um mesmo 
fabricante, não foi possível observar um padrão de teor maior ou menor para um 
determinado tipo, podendo indicar que a produção deste aldeído seja realmente mais 











Os resultados da validação indicam que o método é preciso e exato na avaliação 
do trans-2-nonenal em cervejas. 
As amostras analisadas apresentaram teor de trans-2-nonenal acima dos valores 
de threshold indicados por alguns autores, apesar de seus valores se apresentarem 
relativamente baixos, indicando que sua formação ainda não é totalmente controlada 
pelos fabricantes. 
A concentração do aldeído entre as cervejas tipo Pilsen, tipo Pilsen sem álcool e 
tipo Malzbier não apresentou diferença significativa (p ≤ 0,05), já para um mesmo tipo de 
cerveja, o processo de fabricação e conservação utilizados por cada fabricante influi nas 




Ao CNPq pela bolsa de doutorado concedida, e a Capes pela bolsa de estágio de 
doutorado, permitindo desenvolvimento de parte do trabalho em Portugal. 
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O método desenvolvido para detecção e quantificação de folatos (ácido fólico, 10-
metil ácido fólico, 5-metiltetraidrofolato,  5-formiltetraidrofolato e 10-formil ácido fólico) em 
cervejas demostrou ser preciso e exato, com cromatograma das amostras apresentando 
os folatos estudados bem separados. Os parâmetros de validação avaliados 
apresentaram recuperação e coeficientes de variação adequados às exigências dos 
orgãos reguladores, e as curvas de calibração obtidas apresentaram coeficiente de 
correlação indicando excelente ajuste dos dados para a linha de regressão.  
Os folatos 10-metil ácido fólico, 5-metiltetraidrofolato e 10-formil ácido fólico foram 
encontrados em todas as cervejas analisadas. As concentrações encontradas indicam a 
cerveja como um alimento auxiliar à injestão diária recomendada de folatos, devendo 
porém, ser consumida com moderação. A cerveja sem álcool apresentou teor de folatos 
totais semelhante às cervejas alcoólicas, podendo ser injerida por gestantes quando 
completamente livre de álcool. 
Durante a vida de prateleira da cerveja o teor presente de folatos decai, mas esta 
redução não é dependente do tipo de embalagem utilizada. De modo geral, o 10-metil 
ácido fólico parece ser o folato mais estável ao longo do tempo, e o 5-metiltetraidrofolato 
que apresentou maiores variações em sua concentração, possui indicações de ser o mais 
instável.  
Quanto à concentração de compostos fenólicos nas cervejas brasileiras, a cerveja 
Malzbier apresentou o maior teor de fenólicos totais presentes, assim como a maior 
capacidade antioxidante. A cerveja sem álcool é o tipo que mais apresentou diferenças 
nestes parâmetros entre as marcas analisadas de um mesmo tipo de cerveja. Foi 
encontrada relação direta entre o teor de fenólicos totais e os ensaios realizados nas 
cervejas, o que indica uma forte influência destes compostos sobre a capacidade 
antioxidante da bebida. Na comparação da influência do tipo de embalagem utilizada, 
houve relevâcia somente para a cerveja Pilsen. Os resultados obtidos do estudo indicam 
que devendo ser consumida com moderação, a cerveja pode ser um alimento auxiliar 
como fonte de compostos fenólicos. 
No estudo das quantidades de trans-2-nonenal presentes na cerveja brasileira, os 
resultados da validação indicam que o método por cromatografia gasosa acoplada a 






de trans-2-nonenal acima do threshold demonstrado por alguns autores, indicando que o 
controle da formação do aldeído ainda não é totalmente eficiente. 
A concentração do trans-2-nonenal entre as cervejas tipo Pilsen, tipo Pilsen sem 
álcool e tipo Malzbier não apresentou diferença, já para um mesmo tipo de cerveja, o 
processo de fabricação e conservação utilizado pelos fabricantes influi nas quantidades 











Apêndice 1  
 
Tabela 1: Concentrações (µg/100mL) dos folatos analisados em cerveja Pilsen 
armazenada em lata. 
 
Amostra Lote 10 Metil 5 Metil 10 Formil 10 Metil 5 Metil 10 Formil 10 Metil 5 Metil 10 Formil 10 Metil 5 Metil 10 Formil
8,49 6,35 5,39 5,88 2,38 11,24 5,50 2,35 10,60 3,06 3,79 10,69
8,51 6,57 5,41 6,12 2,43 11,54 5,61 2,41 10,66 3,09 3,69 10,62
8,55 7,05 4,83 5,80 2,40 11,85 5,58 2,42 10,55 3,22 3,72 10,64
2,45 4,44 9,88 4,29 2,70 8,47 3,90 3,21 8,35 3,27 3,45 6,61
2,79 6,24 11,62 4,19 4,08 9,29 3,97 3,26 8,27 3,32 4,04 6,56
2,21 4,33 8,24 3,86 4,03 8,58 3,85 3,34 8,31 3,21 3,96 6,60
7,07 4,12 6,57 5,26 3,19 4,56 4,89 2,91 4,27 3,38 3,82 4,41
7,08 4,75 5,85 4,72 3,62 4,28 4,86 3,04 4,30 3,43 3,66 4,06
7,15 4,87 5,79 5,30 3,66 4,52 4,75 2,93 4,09 3,39 3,73 3,91
6,81 7,33 6,66 5,26 4,75 6,76 3,85 3,89 6,39 3,77 3,68 7,22
5,71 7,25 6,57 4,17 5,62 6,83 4,00 4,00 6,44 3,33 3,82 6,05
6,85 7,15 6,50 4,19 5,55 6,66 3,97 4,12 6,43 3,53 3,65 6,01
9,45 8,51 6,11 4,79 6,91 4,22 4,57 5,33 3,98 3,65 4,05 5,47
8,15 8,35 6,57 4,39 6,77 4,58 4,63 5,37 4,05 3,55 4,30 5,21
8,79 7,88 7,45 4,68 7,92 4,44 4,46 5,43 4,11 3,68 4,13 5,21
8,92 8,33 7,54 4,81 8,69 4,41 4,62 6,42 4,15 3,35 4,94 5,41
9,04 6,43 7,41 4,33 8,96 4,49 4,65 6,49 4,25 3,51 4,96 5,00
9,01 6,32 7,28 5,05 9,06 5,03 4,71 6,57 4,22 3,50 4,98 5,08
7,08 4,39 6,83 4,36 5,25 5,30 4,53 4,17 5,23 3,29 5,23 5,18
6,87 4,45 6,01 4,30 5,33 5,75 4,59 4,19 5,15 3,09 3,14 5,02
7,32 5,12 6,07 4,26 5,37 5,22 4,65 4,13 5,18 3,26 3,36 4,95
5,11 9,85 5,48 6,73 6,16 4,17 4,78 4,78 4,45 3,34 3,91 4,35
5,04 6,93 5,06 6,77 6,31 4,10 4,86 4,84 4,47 3,27 3,98 4,64
6,26 7,46 5,31 6,61 5,86 3,93 4,89 4,89 4,38 3,19 3,46 4,63
4,93 8,00 6,77 4,14 6,78 5,30 5,18 5,18 4,99 5,14 4,72 5,21
4,64 7,44 7,05 3,91 7,14 4,90 5,30 5,33 4,82 5,14 5,33 5,38
4,99 7,02 6,97 4,43 9,29 5,03 5,39 5,30 4,71 5,17 5,26 5,34
6,40 6,81 9,36 4,49 7,42 7,08 4,25 5,68 6,66 2,74 4,59 6,45
6,24 7,06 8,89 4,35 7,11 6,63 4,37 5,73 6,63 2,84 4,34 6,45
6,20 6,51 9,46 4,65 6,95 6,55 4,58 5,77 6,57 2,81 4,41 6,10
3,00 7,88 6,95 3,94 7,20 4,34 3,85 5,47 3,89 3,26 4,79 3,82
3,15 8,24 6,95 4,12 7,12 4,18 3,77 5,51 3,90 3,10 4,77 3,73
3,37 8,03 7,14 4,17 7,82 3,84 3,66 5,36 3,81 3,13 4,69 3,69
5,49 9,94 5,85 5,44 6,28 4,02 5,10 4,91 3,76 2,86 4,59 3,28
5,80 9,64 5,48 5,11 6,72 3,64 5,18 4,99 3,38 2,84 4,58 3,18
5,56 9,69 5,51 4,77 6,77 3,89 6,14 5,03 3,49 2,78 4,63 3,32
6,16 11,94 9,46 5,67 6,30 7,29 4,62 4,97 6,14 3,53 5,70 6,15
6,27 13,82 8,82 5,05 7,05 7,09 4,67 5,11 6,16 3,55 5,72 6,19
5,66 12,95 9,05 5,10 6,87 6,63 4,78 5,15 6,09 3,49 5,54 6,09
7,87 11,65 7,02 5,00 5,94 5,69 4,37 4,68 6,05 3,79 5,63 5,87
8,72 11,43 7,04 5,23 5,88 6,43 4,59 4,71 6,06 3,89 4,91 5,93
8,45 11,54 7,01 5,33 6,05 6,35 4,65 4,64 6,03 3,91 4,95 5,85
6,41 14,62 7,83 4,95 6,49 6,05 4,51 5,02 5,68 3,60 5,54 5,99
6,34 11,71 8,25 5,44 6,51 6,27 4,38 4,94 5,72 3,66 5,40 5,91































T0 T2 T4 T6
 
T0: recém fabricada, T2: após 2 meses de fabricação, T4: após 4 meses de fabricação, T6: após 6 







Apêndice 2  
 
Tabela 2: Concentrações (µg/100mL) dos folatos analisados em cerveja Pilsen sem álcool 
armazenada em lata. 
 
Amostra Lote 10 Metil 5 Metil 10 Formil 10 Metil 5 Metil 10 Formil 10 Metil 5 Metil 10 Formil 10 Metil 5 Metil 10 Formil
10,93 7,17 8,19 10,58 5,25 7,33 8,09 5,26 6,97 6,47 4,59 6,63
10,96 7,79 8,39 10,34 5,52 7,38 8,19 5,46 7,22 6,60 4,44 6,81
11,40 10,13 8,17 11,02 5,54 7,51 8,04 5,33 6,96 6,72 4,50 6,90
11,40 7,89 9,53 7,84 2,65 7,01 8,31 5,85 8,44 6,93 4,36 6,87
11,32 8,20 9,40 10,06 2,56 6,75 8,59 5,18 8,35 6,86 4,29 6,93
11,37 8,20 10,05 10,22 3,31 7,03 8,57 5,83 8,33 6,83 4,43 6,74
10,52 9,72 9,39 9,62 2,81 7,19 8,13 5,97 8,31 7,04 4,05 6,68
11,25 7,71 9,54 9,57 3,29 7,21 8,07 6,43 8,27 7,10 4,58 6,81
10,86 8,55 9,39 9,83 3,06 7,74 8,07 6,55 8,24 7,17 4,44 6,75
9,52 2,64 10,69 9,89 3,23 11,44 9,17 2,94 10,38 7,22 2,23 9,26
9,53 3,18 10,88 9,40 3,24 10,58 9,09 3,00 10,47 7,28 2,53 9,08
10,03 2,73 10,91 9,41 3,39 10,99 8,96 3,08 10,38 7,56 2,51 8,93
9,48 4,31 8,23 9,20 3,84 9,86 8,61 3,20 9,39 7,84 2,90 8,70
9,58 4,42 8,30 8,97 3,65 8,98 8,48 3,27 9,45 7,96 3,20 8,38
9,66 4,34 8,69 8,79 2,93 9,73 8,64 3,33 9,31 8,11 3,15 8,74
9,81 4,58 9,58 9,02 2,82 9,79 8,16 2,74 8,88 7,04 2,81 8,06
9,43 4,40 9,71 8,32 3,24 9,15 8,36 2,95 8,96 7,11 2,69 8,12
9,85 4,74 9,40 9,05 2,56 10,48 8,48 2,83 8,91 7,42 2,67 7,97
5,09 1,57 5,53 6,01 2,14 3,19 5,63 2,25 2,94 4,01 1,30 3,51
5,07 1,65 5,54 5,60 2,03 3,16 5,70 1,92 3,01 3,63 1,38 3,11
5,83 1,52 5,40 5,70 1,68 3,31 5,96 1,96 3,04 3,98 1,35 3,00
6,08 1,19 5,32 5,98 1,46 3,19 5,18 1,89 3,16 3,85 1,51 2,53
6,43 1,33 5,18 5,75 1,62 3,29 5,37 1,87 3,20 3,80 1,50 2,40
6,44 0,88 5,16 5,88 1,59 3,20 5,26 1,91 3,23 3,81 1,45 2,55
6,48 3,48 3,58 5,69 1,64 3,25 5,43 1,73 2,92 3,35 1,59 2,16
5,96 1,69 3,61 5,76 1,49 3,02 5,37 1,63 2,93 4,32 1,51 2,10
5,91 1,46 3,54 5,67 1,47 2,83 5,63 1,63 2,93 4,37 1,44 2,23
7,14 1,02 4,29 7,16 1,35 7,12 6,32 1,63 6,09 6,09 1,61 6,78
6,84 1,31 4,53 7,03 1,17 6,47 6,36 1,70 6,03 6,47 1,68 7,03
6,83 1,18 4,32 7,10 1,58 6,28 6,22 1,69 6,05 5,74 1,82 6,84
7,14 1,69 5,26 6,53 1,21 7,37 6,51 1,63 6,93 6,89 1,59 6,25
7,25 1,56 5,23 6,64 1,15 6,52 6,66 1,54 6,81 7,06 1,51 6,32
7,55 1,54 4,82 6,31 0,45 5,95 6,43 1,57 6,58 7,64 1,58 6,12
7,08 2,17 4,53 6,64 0,24 6,21 6,32 1,16 5,83 6,72 1,81 5,70
6,78 1,67 4,51 7,02 0,72 5,66 6,16 1,14 5,62 6,61 1,88 5,63
7,37 2,07 4,40 6,67 0,56 5,82 6,38 1,23 5,75 6,74 1,83 5,76
7,07 3,83 4,38 6,54 1,83 2,71 6,12 2,09 2,55 6,95 2,00 2,16
7,04 3,43 4,72 6,86 1,89 1,71 6,36 2,17 2,62 6,70 2,12 2,08
6,74 3,87 4,55 5,66 1,77 2,97 6,22 2,03 2,43 6,61 2,04 2,24
6,20 3,62 4,49 5,73 0,76 2,75 5,33 1,54 2,52 5,69 1,74 2,08
6,33 3,84 4,34 5,49 0,99 2,63 5,45 1,56 2,55 5,72 1,82 2,01
6,10 3,83 4,17 5,66 0,65 2,67 5,17 1,17 2,51 5,45 1,82 1,93
7,45 2,64 4,55 5,63 0,55 2,58 5,15 1,38 2,47 5,36 1,60 2,15
7,34 2,46 4,90 5,56 0,53 2,77 5,31 1,27 2,39 5,40 1,59 2,20































T0 T2 T4 T6
 
T0: recém fabricada, T2: após 2 meses de fabricação, T4: após 4 meses de fabricação, T6: após 6 








Apêndice 3  
 
 
Tabela 3: Concentrações (µg/100mL) dos folatos analisados em cerveja Malzbier 
armazenada em lata. 
 
Amostra Lote 10 Metil 5 Metil 10 Formil 10 Metil 5 Metil 10 Formil 10 Metil 5 Metil 10 Formil 10 Metil 5 Metil 10 Formil
4,64 6,00 6,75 5,95 9,15 3,58 5,63 6,67 3,32 5,11 6,23 3,47
5,64 6,40 6,43 5,44 8,03 3,81 5,83 6,61 3,55 4,63 6,26 3,73
4,59 6,45 6,56 4,94 8,64 4,13 5,45 6,42 3,84 5,01 6,03 3,67
3,83 6,30 6,61 6,08 9,69 3,65 5,11 7,07 3,38 4,65 6,13 3,34
3,60 5,44 6,13 5,40 9,09 3,61 5,15 6,97 3,41 4,58 6,10 3,44
4,83 5,54 6,77 5,52 9,10 3,72 5,30 6,90 3,43 4,75 6,05 3,69
6,33 2,87 3,43 7,54 5,97 3,76 7,07 5,02 3,47 6,24 5,89 3,48
6,35 2,40 3,38 7,49 5,56 3,77 7,20 4,93 3,53 6,01 5,95 3,34
6,23 1,89 3,34 7,10 5,92 3,83 7,31 4,38 3,60 5,79 5,93 3,68
2,43 13,67 5,85 5,34 3,84 8,77 5,18 3,37 8,31 5,25 3,97 6,81
2,19 12,84 5,56 5,31 3,61 8,96 5,30 3,41 8,41 5,33 3,83 6,80
2,58 13,22 5,72 4,65 3,36 9,10 5,50 3,46 8,34 5,15 3,61 6,93
8,17 9,23 5,30 6,22 5,99 7,48 4,37 4,15 7,10 4,55 4,22 6,25
5,04 6,42 4,90 4,78 5,10 7,74 4,58 4,32 7,14 4,75 4,33 6,29
7,47 6,73 5,32 6,48 5,26 7,64 4,65 4,25 7,01 4,68 4,62 6,49
8,37 4,92 3,61 7,39 4,94 4,64 7,81 4,65 4,31 5,77 4,20 4,85
9,18 3,24 3,08 7,78 5,26 4,89 7,63 4,68 4,35 6,18 4,13 4,75
8,15 3,05 3,67 7,41 5,97 4,81 7,52 4,72 4,31 6,01 4,19 4,64
4,46 8,00 9,76 6,79 5,05 10,04 6,23 4,06 9,45 5,74 4,26 9,81
4,27 7,63 9,62 6,04 4,02 9,88 6,19 4,14 9,51 5,61 4,36 9,57
4,30 7,78 9,63 7,44 3,34 10,10 6,22 4,19 9,56 5,74 4,19 9,69
4,87 9,32 7,80 5,21 4,21 9,52 5,05 3,56 8,98 4,53 3,97 9,32
5,43 9,04 7,94 5,44 3,90 9,58 4,97 3,60 9,02 4,65 3,58 9,25
5,49 9,31 7,21 4,04 4,14 9,79 4,81 3,61 8,91 4,78 3,72 9,22
5,61 10,54 5,54 4,71 7,94 10,67 5,17 5,95 9,92 4,42 4,33 8,90
5,98 9,47 6,19 5,57 8,05 10,58 4,86 6,02 9,96 4,35 4,40 8,97
5,84 10,37 5,81 5,85 7,81 10,04 4,97 5,99 9,75 4,22 4,47 9,00
5,64 8,52 7,90 6,44 2,77 5,56 4,35 3,30 5,06 5,75 3,83 5,48
6,21 2,58 8,62 5,67 3,14 5,08 5,66 3,35 5,11 5,75 3,69 5,57
5,81 8,00 8,44 6,19 3,31 5,14 5,31 3,41 5,14 5,89 3,67 5,53
2,68 6,93 8,89 5,72 3,65 5,88 3,58 3,46 5,13 4,06 3,97 5,67
3,37 7,30 9,03 5,53 4,01 5,19 3,24 3,54 5,00 3,86 3,96 5,78
2,73 7,28 8,84 5,37 4,33 5,22 2,72 3,59 5,05 3,83 3,99 5,76
5,68 9,83 5,40 4,52 6,21 10,86 5,31 5,30 9,75 5,62 4,58 9,57
5,14 9,71 5,34 5,24 7,29 10,35 5,23 5,40 9,89 5,60 4,63 9,68

























T0 T2 T4 T6
 
T0: recém fabricada, T2: após 2 meses de fabricação, T4: após 4 meses de fabricação, T6: após 6 













Apêndice 4  
 
Tabela 4: Concentrações (µg/100mL) dos folatos analisados em cerveja Pilsen 
armazenada em garrafa. 
 
Amostra Lote 10 Metil 5 Metil 10 Formil 10 Metil 5 Metil 10 Formil 10 Metil 5 Metil 10 Formil 10 Metil 5 Metil 10 Formil
6,67 10,77 6,00 5,95 7,35 5,13 6,70 5,70 5,10 6,41 4,98 5,08
7,07 11,25 6,40 5,91 7,23 5,12 6,75 5,68 5,11 5,78 5,15 5,18
7,05 11,01 6,27 5,99 7,40 5,14 6,58 5,60 5,07 5,64 5,12 5,22
8,38 9,73 5,89 6,80 7,99 5,53 8,17 5,44 5,27 6,19 5,17 5,09
8,07 9,82 6,37 7,00 8,23 5,58 7,81 5,50 5,21 6,27 5,22 5,31
8,21 9,13 5,95 6,84 7,94 5,49 7,79 5,49 5,22 5,95 5,12 5,33
5,78 4,76 4,58 7,18 9,10 4,22 7,96 5,75 4,08 6,44 5,20 4,09
5,71 4,47 5,10 6,44 8,88 4,07 7,93 5,83 4,15 6,54 5,18 4,26
5,84 4,57 4,67 6,84 9,71 4,09 7,81 5,77 4,16 6,41 5,17 4,28
6,77 15,66 5,47 6,69 8,84 5,71 6,59 7,13 6,23 6,47 6,62 6,13
5,86 15,65 5,53 6,61 9,90 5,63 6,67 7,20 6,16 6,30 7,25 6,22
5,73 15,35 5,54 6,64 10,75 5,21 6,75 7,24 6,14 6,17 7,32 6,19
6,24 15,21 5,69 6,93 10,04 5,43 7,97 7,81 5,07 7,04 7,36 5,75
5,98 15,46 5,85 7,97 10,83 5,43 7,81 7,89 5,11 6,94 7,30 5,79
5,76 16,08 5,88 7,28 10,79 5,95 7,73 7,95 5,14 6,77 7,44 5,65
6,63 15,18 10,72 7,52 10,74 6,22 6,63 7,74 5,87 5,95 7,39 6,30
5,43 15,43 9,48 6,73 9,91 6,18 6,59 7,68 6,12 6,18 7,41 6,06
5,96 15,63 10,82 6,74 11,33 6,27 6,51 7,84 6,08 5,64 7,30 6,12
7,03 8,85 7,44 5,76 6,93 4,99 6,94 5,89 5,05 6,44 5,01 5,26
7,01 8,86 7,43 5,70 6,86 5,13 6,71 5,85 5,08 6,00 5,13 5,36
6,95 8,97 7,26 5,86 7,10 4,92 6,75 5,85 4,99 5,75 5,24 5,29
6,45 9,58 7,09 5,93 7,91 4,48 6,71 5,98 4,78 5,84 5,28 4,61
6,67 9,46 7,03 5,91 7,54 4,78 6,80 6,02 4,78 5,64 5,34 4,68
6,80 9,33 7,14 5,98 8,14 4,69 6,91 6,10 4,71 5,78 5,46 4,58
4,79 6,94 5,79 5,63 7,19 3,88 6,12 5,85 4,50 6,47 5,18 4,29
5,01 5,91 5,75 5,89 7,32 3,74 6,32 5,89 4,39 6,30 5,12 4,26
4,54 5,91 5,72 5,82 7,66 3,83 6,38 5,81 4,42 6,25 5,24 4,25
6,81 9,00 7,25 6,66 6,48 6,51 6,71 5,12 6,01 6,47 5,00 6,10
6,94 8,90 7,31 6,69 6,75 6,22 6,76 5,19 6,11 6,30 5,08 6,25
6,71 8,97 7,46 6,66 6,61 6,32 6,96 5,16 6,08 6,24 5,11 6,30
5,14 9,62 6,05 6,37 6,11 5,94 6,38 5,26 6,08 6,41 5,18 6,00
5,63 10,15 6,34 6,66 6,38 5,88 6,30 5,22 5,88 6,46 5,11 6,01
5,19 9,67 6,43 6,71 6,17 5,87 6,43 5,20 5,87 6,43 5,04 5,98
5,47 11,04 6,87 6,56 6,81 6,10 6,10 5,32 5,74 6,25 5,17 5,57
5,61 10,67 7,52 6,79 7,02 6,18 6,27 5,36 5,81 5,90 5,14 5,61
5,74 10,80 7,02 6,73 6,87 6,27 6,31 5,41 5,71 6,47 5,23 5,52
7,30 16,25 10,85 5,55 15,29 9,33 7,27 7,75 9,83 6,60 7,25 8,90
7,37 17,05 10,72 5,99 16,16 9,41 6,74 8,73 9,39 6,47 8,00 9,56
7,68 16,43 10,56 5,50 15,42 9,22 6,96 8,34 9,53 6,30 8,05 9,46
8,57 9,86 10,56 6,25 12,11 7,86 5,82 7,28 8,62 5,62 7,24 8,90
7,78 9,78 11,06 6,95 11,81 7,96 5,76 7,29 8,59 5,51 7,40 9,01
7,45 10,08 10,96 6,79 12,08 8,94 5,79 7,33 8,61 5,60 7,46 8,96
7,27 17,96 9,90 7,71 17,35 8,36 7,18 10,27 5,79 7,67 10,07 5,37
8,57 17,80 9,56 8,23 17,07 8,43 7,04 10,30 5,87 7,52 9,80 5,56































T0 T2 T4 T6
 
T0: recém fabricada, T2: após 2 meses de fabricação, T4: após 4 meses de fabricação, T6: após 6 









Apêndice 5  
 
Tabela 5: Concentrações (µg/100mL) dos folatos analisados em cerveja Pilsen sem álcool 
armazenada em garrafa. 
 
Amostra Lote 10 Metil 5 Metil 10 Formil 10 Metil 5 Metil 10 Formil 10 Metil 5 Metil 10 Formil 10 Metil 5 Metil 10 Formil
7,21 7,94 9,11 7,26 9,75 6,48 7,81 7,68 6,03 7,16 6,38 5,56
6,88 8,06 7,56 8,42 8,76 6,55 7,79 7,70 6,11 6,94 6,64 5,93
7,08 8,17 7,82 8,68 8,78 6,50 7,97 7,78 5,66 6,72 6,90 5,92
10,83 8,99 6,39 8,91 11,84 6,47 7,84 8,48 6,12 7,40 8,01 6,17
11,03 12,24 6,44 8,39 12,64 6,46 7,65 8,60 6,17 7,22 8,30 6,12
11,20 10,91 7,00 7,55 12,02 6,44 7,45 8,55 6,14 6,85 8,16 6,29
10,75 10,78 6,95 7,80 10,54 6,34 7,23 10,27 5,94 7,66 9,53 6,00
10,88 9,98 6,71 7,52 10,12 6,16 7,31 10,31 5,81 7,52 9,56 6,17
10,70 11,03 6,90 8,07 9,95 5,98 7,34 10,29 5,74 7,38 9,70 6,05
10,06 29,40 8,07 9,18 28,35 6,92 8,49 20,21 7,03 7,66 19,61 6,81
10,25 29,90 8,12 8,48 28,55 7,00 7,97 19,47 7,11 7,63 19,67 6,90
10,15 29,16 7,75 8,59 29,04 6,66 7,92 19,55 7,07 7,54 19,74 6,87
10,53 17,74 6,23 9,83 15,59 4,85 9,17 12,66 4,47 8,13 13,49 4,74
10,75 16,82 6,40 9,88 15,77 4,77 9,29 13,21 4,53 7,94 13,41 4,68
11,06 16,81 6,38 9,40 15,49 4,82 9,12 13,31 4,58 7,84 13,43 4,82
10,55 16,35 6,48 10,09 15,26 5,57 8,92 13,26 5,15 8,18 13,46 5,24
9,73 17,08 6,43 9,38 15,60 5,46 9,01 13,47 5,18 8,36 13,53 5,35
10,49 16,48 6,10 9,66 15,45 5,61 8,89 13,52 5,25 7,83 13,45 5,28
6,28 7,62 2,83 4,90 3,32 2,29 4,63 3,02 2,06 4,54 3,56 3,00
5,67 7,61 2,79 4,97 3,20 2,30 4,57 3,07 2,11 4,55 3,66 2,78
5,93 7,51 3,01 5,11 3,36 2,33 4,83 2,97 2,14 4,42 3,56 2,72
6,13 7,59 3,41 5,01 2,81 2,60 4,71 2,68 2,38 4,79 2,90 2,64
6,01 8,13 3,52 5,31 3,04 2,83 4,59 2,60 2,50 4,67 2,81 2,57
6,00 8,08 3,66 5,37 2,81 2,65 4,65 2,57 2,44 5,06 2,69 2,53
6,90 5,91 2,61 5,60 3,29 2,18 5,17 2,95 1,96 5,25 2,67 1,97
6,00 6,47 2,58 5,18 3,31 2,32 5,10 2,87 2,11 5,34 2,74 2,07
6,53 6,23 2,51 5,49 3,62 2,10 4,94 2,91 1,90 5,26 2,80 2,00
6,60 6,00 3,43 6,24 2,26 2,42 5,69 2,28 2,37 5,13 2,37 2,66
6,84 5,98 3,74 5,80 2,23 4,22 5,86 2,35 2,29 5,37 2,30 2,72
6,81 6,16 3,25 6,32 2,41 4,00 5,98 2,32 2,25 5,22 2,62 2,82
7,64 4,74 4,99 7,02 1,85 3,32 6,51 2,04 3,05 5,75 2,73 3,64
7,51 6,14 4,86 6,61 1,95 3,66 6,63 2,23 3,19 6,19 2,80 3,48
7,35 5,70 4,83 6,86 2,03 3,54 6,79 2,12 2,54 6,32 2,50 3,53
7,04 1,77 4,08 6,70 1,82 3,61 6,32 2,07 3,33 6,30 2,73 3,38
7,10 2,06 4,32 6,21 1,97 3,57 6,35 2,08 3,35 6,25 2,38 3,28
7,07 3,17 4,12 6,41 1,84 3,44 6,30 2,04 3,26 6,13 2,33 3,36
8,22 3,51 4,13 7,88 2,66 4,21 7,31 2,51 3,92 7,22 2,36 3,53
8,15 3,41 3,82 7,54 3,03 3,80 7,45 2,55 3,86 7,04 2,62 3,48
8,35 3,38 4,09 7,46 3,14 3,87 7,39 2,64 3,84 6,84 2,32 3,50
7,97 2,83 4,05 7,87 3,06 3,56 7,31 2,79 3,35 7,18 2,41 3,64
8,07 2,98 4,39 7,46 3,42 3,94 7,30 2,81 3,43 7,00 2,47 3,72
8,25 3,51 4,05 7,84 3,60 3,79 7,44 2,84 3,38 7,12 2,61 3,60
6,84 7,62 6,42 6,54 7,22 4,77 6,08 5,58 4,36 6,35 5,72 3,85
6,64 7,52 6,61 6,56 7,09 4,52 6,10 5,63 4,51 6,42 5,85 4,07































T0 T2 T4 T6
 
T0: recém fabricada, T2: após 2 meses de fabricação, T4: após 4 meses de fabricação, T6: após 6 







Apêndice 6  
 
Tabela 6: Concentrações (µg/100mL) dos folatos analisados em cerveja Malzbier 
armazenada em garrafa. 
 
Amostra Lote 10 Metil 5 Metil 10 Formil 10 Metil 5 Metil 10 Formil 10 Metil 5 Metil 10 Formil 10 Metil 5 Metil 10 Formil
2,39 13,50 6,32 4,23 9,09 6,02 3,97 7,05 5,62 4,65 6,41 5,36
2,08 13,84 6,38 4,12 9,01 5,92 4,25 6,96 5,05 4,56 6,63 5,24
2,18 13,82 6,35 3,91 9,53 5,87 4,17 6,52 5,17 4,58 7,02 5,11
3,59 5,99 5,01 4,07 9,72 4,53 4,26 7,08 4,64 4,79 7,39 4,46
3,63 5,29 5,48 4,48 9,24 5,00 4,19 7,05 4,79 4,42 7,26 4,52
4,16 5,40 5,33 4,29 9,45 4,69 4,03 7,02 4,71 4,53 7,62 4,40
7,87 4,86 5,71 6,79 9,95 4,98 6,27 7,21 4,62 5,37 7,09 4,58
7,52 4,57 5,81 6,38 10,05 5,00 6,10 7,28 4,70 6,46 7,24 4,49
7,07 3,71 5,81 5,98 9,89 5,19 6,35 7,18 4,77 6,54 7,27 4,47
5,30 9,25 6,48 5,18 8,98 3,99 3,84 6,63 3,74 3,53 6,69 4,00
5,19 9,61 6,23 3,83 8,56 3,50 3,80 6,56 3,76 3,65 6,55 3,85
6,13 9,57 6,29 4,22 9,37 3,93 4,00 6,52 3,75 3,69 6,52 3,91
5,61 9,76 3,97 5,14 9,28 4,22 4,03 6,80 3,93 3,75 6,48 3,89
5,24 7,33 4,14 4,12 9,15 4,18 3,97 6,89 3,86 3,87 6,36 3,88
5,64 8,06 4,11 4,03 9,18 4,30 3,84 6,69 3,88 3,58 6,41 3,88
5,37 8,32 4,02 5,53 8,93 4,39 5,15 6,59 4,09 4,37 6,30 4,76
5,23 8,02 4,15 5,18 9,37 4,43 5,11 6,55 4,14 4,42 6,17 4,64
5,20 8,65 4,17 5,69 9,22 4,25 5,37 6,89 4,07 4,64 6,33 4,70
6,34 14,27 5,90 6,19 13,84 6,98 5,67 12,51 6,70 5,51 12,68 6,19
6,24 14,82 6,90 6,34 12,91 7,00 5,82 12,32 6,93 5,37 12,79 6,22
6,08 14,23 6,42 6,69 13,27 7,06 5,50 12,47 6,85 5,45 12,87 6,31
5,43 12,46 8,63 5,46 11,60 6,70 5,15 11,67 6,29 5,25 11,72 6,25
4,77 12,67 9,71 5,36 10,89 6,93 5,10 11,64 6,50 5,18 11,90 6,24
5,46 12,75 9,31 4,53 10,93 6,86 4,93 11,55 6,47 5,34 11,94 6,14
7,38 10,99 8,43 7,44 10,31 8,08 6,88 10,17 7,65 5,74 10,74 7,12
7,20 12,04 9,01 7,74 10,23 8,49 7,03 10,29 7,81 6,19 10,36 7,65
8,09 11,89 9,56 7,64 10,07 8,88 6,99 10,19 7,73 6,02 10,32 7,36
7,21 18,78 8,75 7,32 10,68 7,75 6,92 7,79 7,35 6,47 7,25 7,24
6,85 17,31 8,54 7,33 10,32 8,06 7,10 7,74 7,26 6,30 7,12 7,37
7,28 19,38 9,63 7,06 10,18 7,63 6,76 7,70 7,38 6,25 7,38 7,31
6,43 10,21 6,05 6,02 10,26 7,55 6,48 7,60 7,22 6,41 7,32 7,23
5,88 10,13 7,04 6,70 10,70 7,84 6,59 7,68 7,14 5,75 7,28 7,38
7,07 9,03 6,07 5,95 10,80 8,18 6,46 7,60 7,00 6,19 7,27 7,36
6,90 8,82 7,99 5,92 10,37 8,47 5,61 7,81 7,91 6,40 7,29 7,67
7,03 9,75 7,77 6,02 10,62 8,37 5,50 7,73 8,00 6,27 7,17 7,83
6,45 9,04 8,26 6,60 10,64 8,38 5,54 7,78 8,08 6,19 7,14 8,12
5,61 4,53 3,63 4,48 4,87 3,08 4,07 4,00 2,87 4,41 3,83 2,58
4,94 3,81 3,50 4,25 4,55 3,05 4,25 3,81 2,93 4,47 3,72 2,51
4,60 4,64 3,68 4,71 4,95 2,80 3,97 3,96 2,90 4,50 3,85 2,44
4,87 4,40 2,94 6,51 5,09 4,15 5,96 4,14 3,87 5,37 4,65 3,00
5,93 4,31 3,13 5,56 4,99 4,23 6,03 4,19 3,92 6,30 4,57 3,14
5,11 4,49 3,23 5,34 4,85 4,04 5,30 4,22 3,97 5,23 4,53 3,06
6,27 3,74 3,66 5,67 3,77 4,18 5,18 3,92 3,92 5,45 3,82 2,94
6,43 3,69 4,14 6,01 3,95 4,10 5,46 3,98 3,88 6,41 3,67 3,16































T0 T2 T4 T6
 
T0: recém fabricada, T2: após 2 meses de fabricação, T4: após 4 meses de fabricação, T6: após 6 
meses de fabricação. 
 
 
